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 Sistemas reacionais em fase líquida compreendem boa parte dos processos físico-
químicos que são estudados para fins de pesquisa e aplicação industrial. Estes estudos são 
conduzidos em geral de forma a se obter parâmetros de caracterização que tornem possível a 
padronização e otimização de processos, sejam eles de aplicação químico industrial ou 
biotecnológica. Em meio a esta necessidade de compreensão de diversos processos físico-
químicos, um ponto que chama a atenção de muitos grupos de pesquisa é a necessidade de 
aperfeiçoamento dos sistemas de caracterização e modelagem destes processos de forma a torná-
los mais informativos e eficientes, tanto no que diz respeito à sua capacidade de caracterização 
quanto à sua capacidade de previsão. Neste contexto, a maior parte dos sistemas estudados têm 
como base a metodologia de caracterização desenvolvida por Gibbs-Duhem a aprtir do 
comportamento de gases ideais. Desvios no comportamento pressão volume são, nestes casos, 
corrigidos através do parâmetro definido como atividade. Assim, a estrutura de base 
desenvolvida por Gibbs-Duhem para gases ideais é mantida, deixando praticamente inalterada a 
relação que expressa a variação do potencial químico. No presente estudo observou-se que este 
tipo de abordagem e caracterização não produz resultados satisfatórios para o processo de 
dissociação por pressão de grandes agregados protéicos, e em alguns casos gerou dificuldades 
matemáticas que impediram a sua implementação em processos bastante comuns. A solução 
encontrada e o objetivo desta tese foram então o de conduzir uma nova abordagem para a 
caracterização destes sistemas que envolvem a dissociação por pressão de macromoléculas a 
partir de equações mais flexíveis para as mudanças de volume que as dos gases ideais utilizadas 
por Gibbs-Duhen. O resultado desta nova abordagem foram relações com grande potencial de 
informação, de fácil aplicação e com uma alta capacidade de previsão. 
 xi 
ABSTRACT 
 The reaction processes involving macromolecules in liquid phase represent a significant 
part of the studies aiming industrial and technological applications.These studies are in general 
performed aiming access the parameters of characterization that allows the optimization of 
chemical and biotechnological processes. In this view, the needing of understand distinct 
physicochemical processes represent a point that deserves the attention of many laboratories due 
to the needing of improvement modeling systems that furnish more efficient and precise 
information about the protein behavior under solution. Although the most of the studies 
performed aiming to reach this goal are based on the processes of characterization developed by 
Gibbs-Duhen, deviations on the pressure/volume furnished by the ideal gas equation are usually 
observed and corrected by means of the activity coefficient. Thus, the structural basis of the 
Gibbs-Duhem approach is maintained in despite of more complexes systems shows a nonlinear 
behavior that produces in some cases significant deviations. In the present studies we observed 
that the processes of pressure dissociation/denaturation of macromolecules leads to significant 
errors in respect to the experimental data. In this case the correction of these approach by means 
of the activity coefficient was not possible since the characterization equations became very 
complex. The goal of the present work was than to find a new description for these complex 
systems that allows to determine the properties of system and a precise thermodynamic modeling 




Oligômeros protéicos são encontrados nos mais diversos sistemas biológicos tais 
como enzimas alostéricas, complexos multienzimáticos, ribossomos e proteínas de 
capsídios virais. Uma vez que questões importantes a respeito da energia e dinâmica 
envolvidas na associação das subunidades que formam estes oligômeros permanecem não 
respondidas, metodologias objetivando uma maior compreensão destes processos têm sido 
propostas. Neste contexto, o estudo das propriedades dos monômeros isolados utilizando 
diluição tem mostrado ser de difícil execução devido aos altos graus de diluição necessários 
para se obter uma considerável dissociação protéica o que implica numa redução 
significativa no sinal óptico dos equipamentos utilizados para detecção destes processos. 
Por outro lado, a indução de dissociação através de mudanças na temperatura, pH ou força 
iônica, ou mesmo através da adição de agentes externos tais como uréia e cálcio acabam 
ocasionando além da dissociação efeitos diretos na estrutura terciária das subunidades 
afetando assim o processo global de reação. Este problema por sua vez não é observado 
quando se usa pressão hidrostática de até 300 MPa (Weber & Drickamer, 1983), o que 
torna possível uma melhor análise das propriedades termodinâmicas das interações 
proteína-proteína (Weber & Drickamer, 1983; Silva et al., 1986; Silva et al., 1989; Bonafe 
et al., 1991, Bonafe et al., 1994).  
A observação do efeito de pressão hidrostática combinada com outros fatores tais 
como temperaturas subzero, uréia, e outros agentes químicos têm ainda aumentado a 
compreensão dos mecanismos envolvidos nas interações protéicas que estabilizam grandes 
agregados (Bonafe et al., 1994, Da Poian et al. 1995, Bonafe et al., 1998, Pontes, et al. 
2001, Da Poian et al., 2002). Análises do processo de dissociação viral por pressão têm 
permitido, por exemplo, a investigação dos mecanismos envolvidos nos processos de 
infecção viral em células hospedeiras, e tem fornecido informações termodinâmicas 
importantes a respeito destes sistemas (Da Poian 1996, Gomes et al., 2003). Em tais casos, 
as subunidades protéicas dissociadas exibiram baixa afinidade entre si quando comparadas 
a forma nativa, demonstrando que este comportamento têm uma importância muito grande 
no estudo de oligômeros uma vez que vem sendo observado em moléculas diversas (King, 
L. and Weber, G.;1986 a,b & c). Um outro ponto relevante em tais investigações são suas 
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aplicações biotecnológicas e médicas tais como as observadas em processos de 
esterilização e no desenvolvimento de vacinas antivirais (Da Poian et al. 1994). Em tais 
casos a compreensão dos mecanismos envolvidos durante a dissociação protéica pode 
conduzir ao melhoramento da imunogenicidade e a inativação viral através do controle das 
estruturas formadas.  
Investigações usando-se a hemoglobina de Glossoscolex paulistus, uma 
hemoglobina extracelular (eritrocruorina), mostraram a formação de estruturas de baixa 
afinidade após a incubação em alta pressão com estabilização dos produtos dissociados. 
Tais resultados fazem desta proteína um modelo apropriado para o estudo das interações 
proteína-proteína visto ser de baixa complexidade quando comparada a uma partícula viral 
e de fácil obtenção. Seu peso molecular é de 3.1x106 Da (Costa et al., 1988) e o seu 
coeficiente de sedimentação é de 58S. Ela pertence a classe de hemoglobinas de multiplas 
subunidades, consistindo de duas camadas de formato hexagonal (Vinogradov, 1985). A 
estequiometria exata desta estrutura altamente simétrica não é conhecida mas muitos 
experimentos conduzidos utilizando-se hemoglobinas extracelulares de várias espécies, 
especialmente Lumbricus terrestris, tem conduzido a um progressivo entendimento da 
hierarquia estrutural em hemoglobinas extracelulares em geral (Martin et al., 1996, Zhu et 
al., 1996, Royer et al., 2000, Royer et al., 2001, Weber & Vinogradov, 2001). Estudos 
cristalográficos recentes conduzidos por Royer et al. (2000) usando eritrocruorina de 
Lumbricus a 5.5 
o
Α  de resolução revelaram com detalhes a marcante organização desta 
molécula composta por 144 subunidades acopladoras de oxigênio de quatro diferentes tipos 
e 36 subunidades ligantes.  
Uma outra importante observação acerca das propriedades de hemoglobinas 
extracelulares presente na literatura é a ausência de dependência em relação à concentração 
da curva de dissociação por pressão, também mostrada posteriormente para hemocianinas, 
uma proteína respiratória de gastrópode a base de cobre com vinte subunidades (Bonafe et 
al., 1994). A proposta de explicação para tal fenômeno associa este efeito à 
heterogeneidade da energia livre de dissociação do agregado em solução. Este fenômeno 
ausente em proteínas diméricas foi demonstrado estar presente em proteínas com mais de 
duas subunidades (Erijman & Weber, 1991). Outros estudos conduzidos visando a 
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compreensão do processo de reassociação em presença de efetores como cálcio e glicerol 
têm ainda dado informações conclusivas acerca do efeito destas moléculas no processo de 
associação (Bonafe et al., 1991; Bonafe et al., 2000). Nesta direção, protons representam 
outro significante efetor em hemoglobinas extracelulares que tem sido estudado por muitos 
grupos.  Apesar da existência de muitas publicações a respeito da dissociação alcalina de 
hemoglobinas (Chiancone et al, 1972, David & Daniel, 1974), incluindo Lumbricus 
terrestris (Vinogradov et al., 1977, Kapp et al., 1984), Eisenia foetida (Frossard, 1982, 
Ochiai & Enoki, 1981), duas espécies de Pheretima (Ochiai & Enoki, 1982) e outras tais 
como Arenicola (Vinogradov et al., 1980, Pionetti & Pouyet, 1980) e Abarenicola affinis 
affinis (Chung & Ellerton, 1982), muito pouco se sabe a respeito do processo de 
dissociação e a respeito do efeito de prótons nestes sistemas.  
Com o intuito de buscar informações adicionais relativas a estes processos 
investigou-se o comportamento termodinâmico da hemoglobina de G. paulistus usando-se 
alta pressão, e equilíbrio com oxigênio e ferricianeto em diferentes condições de pH. Nestas 
análises observaram-se as variações de espalhamento de luz, espectro de fluorescência, 
centro de massa e de tempo de decaimento radioativo. Os resultados mostraram que 
dependendo da faixa de pressão e pH analisados novas estruturas predominavam em 
solução gerando um desvio significativo entre as previsões do modelo termodinâmico 
convencional e os dados experimentais. Observou-se com isto a necessidade de introduzir 
novas estruturas no modelo de dissociação utilizado de forma a conseguir uma melhor 
descrição teórica do processo de dissociação observado. Estas análises serviram como 
ponto de partida para uma melhor compreensão das propriedades físico-químicas de 
hemoglobinas de ectotérmicos e forneceram material para um artigo tratando do efeito de 
prótons no potencial de oxidação das espécies presentes na faixa de pH estudada (Bispo, J. 
A. C. et al, 2005). Neste trabalho foram então publicadas as análises do potencial de 
oxidação em diferentes valores de pH para diversas situações ainda não descritas na 
literatura para hemoglobinas extracelulares e do estudo realizado anteriormente com a 
hemoglobina humana pode-se fazer uma correlação entre os parâmetros cooperativos de 
oxigenação e de oxidação destas distintas classes de hemoglobinas. Paralelamente a estas 
análises foi observada a organização estrutural da eritrocruorina em diferentes condições 
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através de microscopia eletrônica juntamente com análises de tamanho de partículas com 
gel filtração. 
Este conjunto de resultados levou à concepção de um possível modelo de oxidação e 
dissociação por pressão e pH e o que se segui foi um estudo acerca de como realizar a sua 
implementação para o cálculo de seus parâmetros energéticos e de reação. Neste contexto, 
o que se observou é que a introdução de outros estados estruturais gerava um problema 
matemático que consistia na obtenção das raízes de polinômios de ordem elevada dada pelo 
número de subunidades dissociadas. Isto quer dizer que para o caso da eritrocruorina se 
dissociando em aproximadamente 108 subunidades, as equações de equilíbrio gerariam um 
polinômio de ordem 108 que necessitaria ser resolvido analiticamente para fornecer a 
equação de ajuste dos dados experimentais e o consequente cálculo das constantes de 
equilíbrio de cada processo. Este problema é também observado no artigo de G. Weber 
(1986) que trata da sua teoria de deriva conformacional. Neste estudo Weber propõe um 
mecanismo de dissociação por pressão que pressupõe a existência de mais de um tipo de 
estrutura em dissociação. A partir de valores hipotéticos para as constantes de reação faz-se 
um método interativo para determinar as frações de cada espécie. Isto por sua vez ilustra 
que este modelo de deriva é possível mas não dá margem para a sua aplicação pois sistemas 
deste tipo pressupõe uma resolução numérica onde deve-se saber de antemão quais são as 
constantes de reação e isto é justamente o que se quer determinar. Na busca por uma 
solução para este caso tentou-se então obter uma equação analítica onde através da qual se 
pudesse fazer um ajuste não linear dos resultados experimentais e com isto obter os valores 
dos parâmetros de reação. Com este objetivo realizou-se uma análise termodinâmica de 
todo o processo de caracterização presente na literatura desde o estudo de gases até as 
reações em fase líquida para com isto tentar encontrar os maiores pontos de restrição e 
mesmo as possíveis soluções para esta caracterização. Isto por sua vez levou ao estudo do 
processo de dissociação por pressão do vírus do mosaico do tabaco (TMV) em diferentes 
temperaturas como uma tentativa de se chegar a uma caracterização deste processo a partir 
da nova metodologia desenvolvida. Neste contexto optou-se por se analisar este vírus por 
ele expressar um comportamento muito mais definido e previsível do que a hemoglobina 
extracelular de anelídeo em relação à temperatura e pressão. Os resultados obtidos 
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mostraram uma capacidade significativa de ajuste e de previsão de situações inicialmente 
não investigadas, além da possibilidade de aplicação do modelo a diversas moléculas e 
sistemas. A qualidade das informações geradas por esta nova metodologia e a sua 
praticidade e simplicidade de aplicação conferem a este modelo de caracterização um 
futuro promissor pois expande os parâmetros de análise e de controle além de fornecer 
previsões muito precisas para condições ainda não estudadas. Assim, a partir destes dados o 
programa faz o ajuste e descreve o processo em termos de no máximo cinco estados ou 
estruturas predominantes. Após este ajuste ele gera aproximadamente três mil e seiscentas 
figuras sobre diversas propriedades físicas envolvidas no processo e específicas de cada 
estrutura como entropia, entalpia, capacidade calorífica, compressibilidade, expansão 
térmica, etc. O programa desenvolvido tem por sua vez uma estrutura muito simples e é 
capaz de descrever qualquer molécula passando por qualquer processo que possa ser 




Materiais e Métodos 
 
Purificação da eritrocruorina. Espécimes de G. paulistus  foram obtidos em Rio 
Claro, São Paulo, e mantidos em solo do local de coleta devidamente umedecido até o 
momento da extração de seu sangue para a purificação da eritrocruorina. Os animais foram 
anestesiados em álcool 10%, e o sangue  coletado do vaso dorsal, utilizando-se tampão 
fosfato 0,1 M, pH 7,4, com EDTA 1 mM, e solução de heparina 2000 U/ml. Centrifugou-se 
a solução a 16000 rpm (Eppendorf) por 10 min, dialisando-se por oito horas o sobrenadante 
contra o mesmo tampão. Em seguida, submeteu-se o dialisado a ultracentrifugação a 
250000 g por 2 h. O precipitado foi cuidadosamente ressuspenso em tampão fosfato, sendo 
submetido a baixa centrifugação a 11500 g por 10 min. Centrifugou-se novamente o 
sobrenadante a 250000 g por 2 h, ressuspendendo-se em tampão Tris HCl 50 mM, pH 7,4. 
Este tampão apresenta variação de volume relativamente pequena no processo de ionização, 
resultando em variação desprezível de pH com a pressão. A eritrocruorina foi estocada a 4 
oC . 
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 A concentração molar de eritrocruorina da solução estoque foi determinada através 
de medição de absorbância a 540 nm, realizada em espectrofotômetro “Beckman-DU64”, e 
da utilização da relação: 
ε
A
M =                                                   (1) 
onde A é a absorbância num dado comprimento de onda considerado, ε é o coeficiente de 
extinção (para a eritrocruorina, εM, 540 nm, 1cm = 13800)  e M  é a concentração molar da 
proteína em questão na amostra analisada. A organização estrutural da hemoglobina 













Fig. 1  Estrutura da hemoglobina extracelular de anelídeo. Após a extração do sangue a partir de exemplares 
de minhocoçu a hemoglobina gigante de Glossoscolex paulistus foi então purificada e submetida a variações 













Equipamento de alta pressão hidrostática. O sistema utilizado consiste de um 
gerador de pressão que é conectado à câmara de pressão hidrostática (Fig.2). Essa câmara 
possui três janelas ópticas de safira, através das quais realizam-se medidas espectroscópicas 
das amostras a pressões de até 250 MPa, limite que essas janelas toleram. No interior da 
câmara coloca-se uma cubeta cilíndrica de quartzo com volume de aproximadamente 1,2 
mL que contêm a amostra a ser submetida à alta pressão. Para evitar contato da amostra 
com o fluído que transmite a pressão (etanol), a cubeta é selada com um tubo de polietileno 
cuja extremidade é fechada por aquecimento. Esse tubo colapsado permite a equalização da 
pressão entre o meio hidrostático e a amostra dentro da cubeta, evitando ao mesmo tempo a 
mistura dos líquidos. A cubeta é fixada em uma base cilíndrica metálica para evitar o 
movimento desta no interior da bomba. Utiliza-se etanol absoluto como meio líquido para a 
transmissão da pressão por possuir índice de refração próximo ao do quartzo, minimizando 
a perda de sinal nas medidas espectroscópicas. Através de um sistema adaptado a amostra 
pode permanecer sob baixa temperatura pois esta câmara esta conectada a um banho 
refrigerador. O sistema gerador de pressão é automatizado e controlado por um software 
denominado “Automa” escrito na linguagem Delphi 5.0 compatível com o Windows. Um 
computador controla a movimentação de um motor acoplado ao gerador de pressão, coleta 
os valores de emissão e excitação do  monocromador do fluorímetro e a movimentação de 
motores para ajuste das janelas para leituras de fluorescência e espalhamento de luz. O 
software recebe informações das medidas de pressão através de um sensor analógico-





Figura 2. (A) Foto do gerador de pressão. (B) Foto da câmara de pressão onde são 
colocadas as cubetas para realização dos experimentos, mostrando as janelas por onde 
passam os feixes de luz para realização das medidas espectroscópicas e as mangueiras 
onde é conectado o sistema refrigerador. (C) Foto das cubetas de quartzo, uma dividida 
ao meio utilizada para os experimentos de microscopia sob alta pressão, sem ser selada 
(lado esquerdo) e a outra selada com tubo plástico de polietileno usada nos demais 
experimentos (lado direito). (D) Foto do fluorímetro e do computador, responsável por 








Medidas de fluorescência e espalhamento de luz sob pressão. Os espectros de 
fluorescência e medidas de espalhamento de luz foram registrados em um 
espectrofluorímetro “Edimburg FL 900”, equipado com uma lâmpada fonte de xenônio. A 
fluorescência intrínseca é devida a resíduos aromáticos de triptofano, predominantemente, e 
pode ser utilizada para acompanhar o estado de agregação da eritrocruorina, a exemplo de 
proteínas em geral. O processo de dissociação leva à exposição de resíduos de triptofano ao 
solvente, ocorrendo desvio para o vermelho do espectro de emissão de fluorescência (Silva 
e Weber, 1988). Para estas medidas foram utilizados comprimento de onda de excitação de 
280 nm e monitorado a emissão entre 300 e 400 nm. 
 As medidas de espalhamento de luz foram realizadas objetivando a monitorização 
do estado de agregação do TMV sob pressão. O espalhamento de luz Rayleight é excelente 
para detectar a dissociação de agregados em partículas. Podemos assumir que a intensidade 
de luz espalhada é proporcional à massa molecular  média (Ma ) para soluções diluídas de 
proteína (Silva et al., 1989). Assim, o grau de dissociação αp , pode ser relacionado à 
intensidade de espalhamento de luz à pressão p, Sp , pela seguinte equação: 
αp = (Si-Sp)/(Si-Sf)                     (2) 
onde Sf  e Si correspondem a intensidade de espalhamento de luz da forma dissociada e 
associada, respectivamente (Silva et al., 1989). Para as medidas de espalhamento de luz 
foram utilizados valores de  comprimento de onda de excitação de 340 nm e emissão entre 
338 e 343 nm. 
 
Medidas de tempo de vida sob pressão. Os estudos com tempo de vida foram 
realizados no referido espectrofluorímetro utilizando-se uma lâmpada-flash de 
nanosegundos preenchida com gás hidrogênio. Esta lâmpada é capaz de produzir pulsos de 
luz de nanosegundos a sub-nanosegundos com taxa de repetição acima de 50kHz, o que 
torna possível medidas de contagem única de fótons correlacionadas com o tempo. Neste 
tipo de medida a amostra é excitada com um pulso de luz de preferência muito mais curto 
que o tempo de decaimento da mesma. A intensidade tempo-dependente é então medida 
seguindo-se o pulso de excitação, sendo então calculado o tempo de decaimento. A 
intensidade de decaimento  experimentalmente obtida é então submetida a um ajuste, 
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utilizando-se normalmente um modelo multiexponencial para obtenção dos respectivos 
tempos de decaimento, fornecendo desta forma dados qualitativos e quantitativos a respeito 
das mudanças no ambiente dos fluoróforos no decorrer do processo de dissociação. As 
amostras foram excitadas em 285 nm, com pulso de freqüência de 40 KHz e a emissão foi 
analisada em 320 nm. 
 
Microscopia Eletrônica. Foram realizadas em um microscópio eletrônico de 
transmissão modelo LEO 902. Utilizou-se grades de cobre revestidas com filme de 
carbono, nas quais foram colocadas 5µl de suspensão viral por grade, com amostras de 
soluções de eritrocruorina de 0,5 mg/mL. Após 4 minutos as grades foram tratadas com 
solução contrastante de acetato de uranila 1% (Raghavendra et al., 1986). 
Para as microscopias foram escolhidas as amostras em tampão 50mM de acetato de 
sódio pH 4,2, em tampão bis Tris propano pH 6,5 e em tampão Tris HCl para as amostras 
em pH 8,0 e 9,0. 
As amostras foram submetidas à microscopia eletrônica: fixadas em alta pressão e 
pós pressão. A fixação das amostras sob pressão foi realizada através de uma cubeta de 
quartzo com dois compartimentos separados na parte inferior, onde de um lado colocou-se 
a solução de eritrocruorina e do outro lado uma solução de glutaraldeido 0,5% como 
fixador. A parte superior da cubeta foi preenchida com duodecano. As amostras foram 
comprimidas até a pressão de 220 MPa por tempo determinado, e então a câmara de alta 
pressão era invertida e agitada vigorosamente por cerca de 10 minutos, para que houvesse 
mistura da amostra de proteína e de fixador. Feito isso, as amostras foram descomprimidas 
e  em seguida retiradas da cubeta para serem submetidas à microscopia eletrônica. 
 
Gel filtração em Cromatografia Líquida de Alta Performance. Foi utilizada para 
avaliar o estado de agregação da eritrocruorina nas diferentes condições de pH e pressão em 
coluna GPC 500 (Synchropack, Inv., Linden, In), com fluxo de 0,3 mL/min, com 
monitorização da absorbância a 280 nm. Considerou-se o volume de exclusão da coluna 
(Vo) como o volume de eluição do TMV (40.000 KDa), e o volume total (Vt) foi 
determinado utilizando-se hemoglobina humana (64 KDa). 
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Titulação Redox. Foi baseada no método descrito por Antonini et al. (1964). Uma 
alíquota de 5 ml de solução de hemoglobina (140 µM como heme em tampão 100 mM) foi 
desoxigenada em um tonômetro para em seguida ser transferida anaeróbicamente através de 
um fluxo contínuo de N2 para o compartimento de titulação, o qual contém tionina como 
mediador do processo de oxidação numa razão molar de 2-4% para a de proteína. A 
oxidação da deoxi-hemoglobina foi performada por um sistema automatizado controlado 
por um software denominado Automa com agitação contínua e com intervalo de espera 
médio de 30 min para cada adição de  20 µL de solução de ferricianeto de potácio (5 mM). 
Neste caso a medida de potencial só é feita quando a flutuação no potencial de oxidação 
com o tempo é inferior a 5 mV. Baseado na natureza dos dados de titulação fornecidos por 








=                                                                                                              (3)    
onde Em é o potencial medido a uma dada concentração de ferricianeto na solução, Ei é o 
potencial inicial e Ef o potencial final. 
  
Considerações Termodinâmicas. A molécula de eritrocruorina é composta de 144 
subunidades arranjadas em 12 dodecâmeros e 36 subunidades menores denominadas 
linkers, Fig. 1. Uma vez que cada dodecâmero é formado por três trimeros (abc) unidos por 
pontes dissulfeto e três cadeias monoméricas designadas cadeias (d), a dissociação desta 
proteína em suas subunidades e a adicional participação de prótons neste processo pode ser 
expressa como segue   




atm υ                                        (4) 
onde Pn é o agregado protéico composta de 108 formas protéicas (P) as quais incluem as 
subunidades do tipo linker. 0
atm
K  corresponde a constante de equilíbrio de dissociação 
tomada a condições de referência de pH = 0 e pressão atmosférica, υD é o número total de 
prótons liberados ou absorvidos durante a dissociação tal que se υD>0 há liberação de 
prótons durante a dissociação enquanto o oposto, υD<0, corresponde a uma absorção de 
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prótons pela proteína durante a dissociação. Neste caso, a independência do processo de 
dissociação em relação ao pH implica υD =0.  









=                                      (5) 
Rescrevendo eq. 5 obtém-se a constante de equilíbrio aparente observada a valores 
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+                   (7) 
onde pH
atm
K  é a constante de equilíbrio de dissociação num dado pH e a pressão atmosférica, 
pH
atm
G∆  é a respectiva energia livre de Gibbs de dissociação, R a constante dos gases, T a 
temperatura absoluta e 0
atm
G∆  a correspondente variação energética de dissociação em 
pH=0 de referência.  
 A equação que correlaciona a variação energética de dissociação da eq. (7) com a 
pressão experimental pode ser obtida com base na variação volumétrica de dissociação, ∆V, 
(Ruan and Weber, 1989), a  qual fornece 
VpGG pHatm
pH
p ∆+∆=∆         (8) 
onde pH
p
G∆ é a energia livre de dissociação a uma dada pressão p e a um dado pH.  
















=                                               (9) 
 A presença dos subscritos pH e p nas concentrações das espécies a direita da 
equação (9) e nas constantes de equilíbrio, pH
p
K , indicam que estes parâmetros são tomados  
pH- e pressão-dependentes. A eq. (9) rescrita em termos do grau de dissociação, α, i.e., a 
razão entre a quantidade de subunidades protéicas que dissociaram e a quantidade total de 





















=                             (10) 
onde C é a concentração total de proteína e α é o grau de dissociação observado em cada 
pH e pressão dado pela equação (2). A forma logarítimica da equação (10) conduz a 
segunda relação linear   











−=                                                                                   (11) 
O gráfico de ( )pHpKln  versus p fornece uma reta na qual os coeficientes linear e 
angular são dados pela equação (11) e fornecem os valores para pH
atm
K  e ∆V.  
 
 
Efeito de Pressão e Temperatura em Sistemas Termodinâmicos  
 
I - Estudo de Gases 
 
 Considerando que a equação generalizada de Gibbs-Duhen pode ser expressa como 
uma função da temperatura, da pressão e do número de moles de cada espécie numa 
mistura multicomponente (G = f (T,P, N1, N2, ... , Nτ-1, Nτ)). A diferencial total da variação 




















































dNGVdPSdT                                                                                (12) 
 Nesta equação pode-se observar que a contribuição energética associada a cada 
componente da mistura pode ser expressa como uma função da energia livre parcial molar 
de cada espécie, 
i
G . Historicamente a energia livre parcial molar é também conhecida por 
potencial químico o qual assume uma importância especial em misturas. Se considerarmos 
por exemplo que a entalpia de uma mistura pode ainda ser escrita como uma função da 
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                                                                  (13) 
 Na equação (13) deve-se notar que (δH/δNi)S,P,Nj≠i não é igual a entalpia parcial 
molar do componente i a qual é 
i
H =(δH/δNi)T,P,Nj≠i. Entretanto, considerando que a 







dNGVdPTdSdH                                                                                   (14) 


























                                                                          (15) 
Utilizando um sistema similar pode-se também demonstrar a correlação do 









































                                                                          (18) 
Uma vez constatada a importância do potencial químico e observada as suas 
relações energéticas com as demais propriedades o objetivo seguinte no processo de 
dedução de suas propriedades é obter as relações termodinâmicas entre os parâmetros de 
que ele é função. Com este intuito pode-se tomar uma derivada parcial cruzada de Maxwell 
























































                                                                          (20) 
Estas duas equações para o potencial químico descrevem a dependência deste 
parâmetro com a pressão e a temperatura. Entretanto, para acessarmos de maneira mais 
profunda esta dependência precisamos apresentar uma nova propriedade termodinâmica 
denominada de fugacidade (f ). A fugacidade é essencialmente uma pressão aparente cujo 
conceito pode ser introduzido tomando-se inicialmente a equação dos gases reais 
(PVi=NiZRT) e a eq. (1.1) para o caso especial de uma substância pura em que a 






dPVGd ===                                                                (21) 






V = , é o volume por mol da espécie considerada.  
Para o caso de um gás ideal Zi=1 e a fugacidade é então definida para uma 
substância pura como segue 
)(ln
iii
fRTddPVGd ==                                                                                     (22) 













                                                                                                         (23) 
Se integrarmos a eq. (22) desde uma pressão muito baixa (Po) a uma pressão alta 



























RTGG ln                                                                                          (24) 
A eq. (24) reflete a dependência da energia livre total de Gibbs do componente i 
puro a composição e temperatura constantes. Para misturas equações análogas podem ser 
obtidas a partir da eq. (19), assim   
)ln(
iii



















onde yi é a fração molar do componente i na mistura 
O procedimento para exprimir 
i
G  é semelhante ao seguido no desenvolvimento da 
eq. (24). Neste caso a eq. (25) é integrada a temperatura e composição constantes desde Po 































RTGG ln                                                                                       (26) 
Desde de que admitamos a solução como sendo ideal a Po as propriedades parciais 
molares de cada espécie da mistura podem ser correlacionadas com o comportamento do 


























STHG −=                                                                                                     (30) 
O procedimento utilizado para a obtenção da relação 29 no caso dos gases descritos 




VPdSTdUd −=                                                                                            (31) 




onde CV é a capacidade calorífica a volume constante 
            Segue da relação anterior que para T constante a variação de energia interna é igual 






Sd =                                                                                                         (32) 
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==                                                                                   (33) 
 A equação (33) apresenta como função resultante de integração a seguinte estrutura 
  aVRS
ii
+= ln         onde a é a constante de integração                                   (34) 
Desta forma, é então proposto em livros texto como Chemical and Engineering 
Thermodynamics (S. Sandler –Wiley and sons sec. ed. - pg. 307) e em outros como os 
Fundamentos da Termodinâmica Clássica (Wylen G. J. & Sonntag R. E. – EdGardd 
Blucher sec. ed. – pg. 319) que desde que não haja energia de interação numa mistura de 
gases ideais o efeito de cada espécie na formação de uma mistura gasosa ideal a 
temperatura e pressão total constantes é equivalente a expandir cada gás de um volume 




NRVRVRS lnlnln +≡≡                                                                             (35) 
 E para misturas temos que  
 nRVRVRS
iMi
lnlnln +≡≡   ,                                                                          (36) 
onde VM=nRT/P e n=∑Ni                           
  Assim, a diferença entre as eq. (24 e 25.1) fornece a equação dada na literatura  
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==                                                   (37) 




+=            e da eq. (32) temos que a temperatura  constante 
         dPVVPd
ii
+=                                                                                             (38) 
 A eq. (38) fornece seguindo-se a sua integração a seguinte função para a entalpia 
específica de cada estado 
 
ii
VPH =                                                                                                              (39) 




VPH =                                                                                                              (40) 
 Da aplicação da igualdade 
ii
VV = dada pela condição de solução ideal nas eqs. (39) 
e (40) chega-se a relação 28 
 
ii
HH =                                                                                                                (41) 
As formas de se obter as equações para as relações entre as energias parcial molar e 
específica variam na literatura mas em síntese são estas as considerações observadas 
durante a sua obtenção. Conforme pode-se notar, a obtenção da relação para a entropia é 
baseada na expansão das propriedades de mistura até o comportamento do componente 
puro. Assim, introduzindo-se as relações (16 a 30) na equação (26) chegamos a uma 
expressão da energia livre parcial molar do componente i na mistura em termos das 















RTGG ln                                                                                          (42) 
Pelo exame da eq. (42) verifica-se ser conveniente definir uma nova quantidade 







a =                                                                                                                 (43) 
Para acessarmos a dependência da fugacidade do componente i na mistura a pressão 
P (
i













                                                                                   (44) 
Integrando-se a eq. (44) desde uma pressão de referência onde o comportamento 




Pyf =  e oo
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RT )(ln                                                                           (45) 
Da definição de solução ideal 0)( =−
ii
VV  o que fornece 
iii
fyf =                                                                                                                (46) 








ya γ==            
onde γi é o coeficiente de atividade.  
Se as condições são tais que se pode supor uma mistura de gases perfeitos tanto a Po 
como a P chega-se a fi=P e fi




ya =                                                                                                             (47) 
















yRTGaRTGG ln)ln(                                                            (48) 
A análise da eq. (48) e sua implicação na relação energética dada pela eq. (1.1) pode 
ser feita se considerarmos como exemplo um caso em que a espécie (S1) pode se converter 




υυ →←                                                                                                 (49) 
Tomando-se a eq. (1.1) para a relação de equilíbrio dada pela eq. (49) chega-se a 
2211 SSSS dNGdNGVdPSdTdG +++−=                                                               (50) 
























+=                        (51) 
Tomando-se X como o grau de avanço da reação o número de moles de cada espécie 
pode ser dado por 
XNN
SSS 11,01 υ−=         logo    dXdN SS 11 υ−=  
XNN
SSS 22,02 υ+=          e       dXdN SS 22 υ=  
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Onde o subscrito 0 indica que o número de moles se refere ao início do processo no 









































































υυ                                      (52) 

















































































=  é a constante de atividade 
Para a condição de equilíbrio temos que dG/dX=0 e da definição da constante de 
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RTGG ln)( 12 υυ                                                                   (56) 






















                                                                              (57) 
Da eq. (56) pode-se observar que para 12 SS υυ >  o aumento na pressão leva a um 
deslocamento no equilíbrio no sentido da redução no número de espécies S2 devido a um 
aumento na energia livre de reação dado pela eq. (56). Isto quer dizer que altos valores de 
pressão fazem com que o equilíbrio seja deslocado no sentido de formação das espécies que 
perfazem o menor número de moles na mistura (neste caso as formas S1) de acordo com um 
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dos princípios de Le Chatelier. Para o caso em que 12 SS υυ =  conclui-se ainda da eq. (56) 
que o aumento na pressão não afeta as relações de equilíbrio entre as espécies S1 e S2.  
Antes de prosseguir no estudo do efeito de pressão em sistemas reacionais será 
apresentada uma segunda forma de dedução da eq. (56) que acredito ser mais direta e 
simples, embora menos tradicional, que será útil em análises posteriores. Assim, 




















==                                 (58) 
Segue-se para estas condições que a pressão total pode ser dada pela soma das 



































                                                                             (60) 
Tomando-se a eq. (60) a temperatura e pressão constantes, o volume parcial molar 



















                                                                                       (61) 
Para determinar o potencial químico podemos introduzir a eq. (61) na eq. (19) a 
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RTGG ln                                                                                          (63) 
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−+∆=                                            (67) 




























GGG 1122 υυ −=∆         











RTG ln)( 12 υυ                                                                   (69) 
 Conforme pode ser observado a eq. (69) obtida diretamente da integração da eq. 
(19) é idêntica a eq. (56). Este segundo processo para obtenção desta equação é portanto 
mais simples e diretamente correlacionado com a pressão do sistema do que com a 
fugacidade cuja necessidade de introdução em análises fisicoquímicas, sejam elas ideais ou 
não, não parece totalmente justificável pois desvia o foco da pressão propriamente dita para 
uma pseudo-pressão como se os efeitos de mistura e não-idealidade devessem ser 
corrigidos através de propriedades intensivas aparentes. O efeito aparente ocorre então em 
propriedades e parâmetros extensivos tais como volume e grau de reação e correções 
devido a não idealidade e efeitos de mistura necessárias para uma precisa descrição teórica 
dos dados experimentais devem então ser feitas nestes termos e não nos intensivos como a 
pressão. As vantagens desta resolução direta ficam mais claras quando se consideram os 
efeitos de diferentes equações de estado e parâmetros coordenando a relação pressão-
volume. Assim, os conceitos de fugacidade nem sempre serão tão úteis como o processo 
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direto de integração da eq. (19) a partir de uma função conhecida para o volume parcial 
molar de uma dada espécie. Isto por sua vez se tornará mais claro nas seções seguintes. 
Porém, o ponto fundamental de se conduzir este estudo aqui nesta tese a fim de obter a 
relação 69 é mostrar um aspecto bastante curioso no que diz respeito a esta equação e a 
equação existente na literatura utilizada para descrever a dependência da energia livre em 
relação a pressão e a variação de volume (eq. (8)).  
Segundo esta equação a variação na energia livre a uma dada pressão pode ser dada 
como uma função da variação de volume de reação. Esta relação segundo consta na 
literatura provém das relações do potencial químico e uma vez que ela carrega consigo a 
constante dos gases ideais (R) dá a entender que de alguma forma o comportamento 
observado para gases ideais contribuiu para a sua dedução. Após procurar a sua dedução 
formal em diversas referências de autores que utilizaram esta relação como base de suas 
análises a fonte mais antiga onde ela foi constatada foi no livro de físico-química do autor 
Walter J. Moore na página 288 da sua quarta edição. Esta página e as demais a que ela faz 
referência foram então escaneadas para que se pudesse compreender as suas origens. 
Assim, observando o texto a seguir temos:    
 Neste contexto Kx é a constante de equilíbrio dada em termos das frações molares de 
cada espécie e o sobrescrito do termo delta V indica que esta variação volumétrica é 





Estas relações para a constante de equilíbrio fazem ainda referência às equações 




















 Se integrarmos a primeira relação do Moore para Kx de P=0 a P a temperatura 
constante e lembrando que o termo delta V é padrão obtemos 
 •• ∆+∆=∆ VPGG
P
                                                                                            (70) 
 Esta equação é idêntica a eq. (8) utilizada aqui para a análise do efeito de pressão e 
presente na literatura e tem talvez nestes termos a razão de ser da sua origem. O exemplo 
dado para um delta V de -20 cm3 segue  inclusive esta relação e segundo este autor os 
pioneiros no uso desta equação datam da década de 40 nos trabalhos de Linderstrom-Lang e 
seus colaboradores dos laboratórios Carlsberg. A questão que surge é como é que fica a 




são as do potencial químico e da derivada parcial do potencial químico em relação a 
pressão são as dos gases ideais .conforme pode ser observado pela relação 7.12 e estas 
relações conduzem à eq. 69 e não à eq. 70. Um outro aspecto é que se estas relações são 
baseadas no comportamento de gases ideais 1 mol de qualquer espécie ocupa o mesmo 
volume em qualquer temperatura e pressão e sendo assim a pressão sempre vai favorecer a 
associação e no caso de reações 1:1,2:2, etc ela não vai afetar, razão pela qual o que dá o 
sentido da reação na equação 69 é simplesmente a diferença na estequiometria da reação. 
Desta forma, aparentemente da forma como é exposta a impressão que fica é de que a 
equação 70 não possui nenhuma contradição mas não é bem assim e para demonstrar a sua 
inconsistência vamos tomar a equação passo a passo, assim tomando um caso simples 




υυ →←            e, 
 
BBAAMMMMM
dNGdNGdTSdPVdG ++−=  
 
onde o subscrito M indica as propriedades da mistura 
 





































































KKRTGKRTGGGG γυυ lnln +∆=+∆=−=∆  
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                                                                                         (74) 
 
 A equação 74 mostra de maneira clara que a primeira relação dada pelo Moore não 
está muito elucidativa pois esta relação da forma como é proposta sugere que a derivada em 
relação a pressão é feita para um delta V padrão. Isto por sua vez induz a quem estuda este 
livro a fazer uma integral desta relação considerando esta variação de volume constante 
obtendo assim a equação 70 que não está coerente com a equação 73. Assim a integral da 
equação 74 que deveria dar a equação 73 não é obtida chegando-se a eq. 70 usada pelo 
próprio Moore no seu exemplo. A equação 72 é por sua vez a prova de que a equação 73 é 
a forma correta desta expressão. Enquanto que a equação 71 mostra também que a eq. 8.68 
do Moore não deveria ter o sinal negativo.  
 Chegando a este ponto o que se conclui foi que além dos problemas a serem 
resolvidos no que diz respeito à introdução de novas estruturas em solução havia ainda o 
problema de que estas relações termodinâmicas uma vez que foram desenvolvidas com 
base no comportamento de gases ideais não serviam para a análise do efeito de pressão em 
sistemas líquidos ou mesmo naqueles formados por espécies que possuem distintos 
volumes por mol. O que se poderia argumentar a este respeito é que estes desvios de 
idealidade poderiam ser corrigidos a partir do coeficiente de atividade mas este não é o caso 
pois uma mudança na expressão do coeficiente de atividade implica numa mudança na 
equação adotada para o volume, assim se considerarmos por exemplo a equação do 
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Mas ao mesmo tempo deveria ser igual a NART/P para satisfazer a derivada parcial 
da eq. 7.12 do Moore e as demais relações energéticas. Isto por sua vez exclui a 
possibilidade de utilização de um tratamento deste tipo baseado no comportamento de gases 
ideais. Um fato que se observa na literatura são autores que assumem uma equação virial 
para a energia livre de reação como uma função da pressão e do volume de reação para o 
cálculo de diversos parâmetros energéticos. Estas equações apresentam uma forma que em 
geral sob determinadas restrições se resumem a equação 70 mas que são sugeridas também 
para caracterizar sistemas onde ocorre variação de volume com o pH, temperatura e demais 
efetores como os obtidos aqui na Fig. 3 B. O problema neste tipo de equação é que uma vez 
que se assume uma equação virial para a dependência da energia livre com a pressão os 
coeficientes viriais desta equação não apresentam uma correlação física com as 
propriedades das espécies de maneira clara e bem definidas, sabe-se as dimensões dos 
coeficientes mas não se sabe ao certo quais são as propriedades envolvidas. Neste contexto 
o processo de utilização de uma equação virial segue o sentido oposto do processo comum 
pois parte de uma equação virial para a energia que vai implicar num dado comportamento 
para o volume e para as demais propriedades extensivas. Além deste aspecto deve ser 
ressaltado ainda o fato de que todas as derivadas parciais e correlações entre as 
propriedades devem ser satisfeitas fazendo com que para cada propriedade esta equação 
virial necessite ser trabalha de maneira particular. O processo comum ao qual nos referimos 
é então partir de uma equação conhecida e plausível para a variação de volume com a 
pressão e a temperatura que seja capaz de descrever sistemas reais e, a partir desta equação, 
fazer todo o desenvolvimento matemático para a obtenção das relações energéticas de 
equilíbrio. Isto no entanto não é muito fácil pois seria necessário seguir os passos do Gibbs 
mas levando uma equação um pouco mais versátil para o volume do que a PV=NRT. Após 
inúmeras tentativas o resultado foi a elaboração de novas relações que embora ainda 
estejam em desenvolvimento já se mostraram bastante eficazes. A sua aplicação ainda não 
está totalmente sistematizada e devidamente testada mas o seu alcance e sua simplificação 
futura a tornarão bastante promissora mas por hora torna-se necessário uma demonstração 
mais robusta que retrata a visão inicial que se teve destes problemas e é isto que é feito no 
estudo a seguir          
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II - Estudo de Misturas em Fase Líquida 
 
 O objetivo da seção anterior foi introduzir uma análise inicial da metodologia 
utilizada para a obtenção das relações de equilíbrio em gases para em seguida fazer uma 
abordagem para líquidos. Neste último caso pode-se concluir que a correlação pressão-
volume dada pela equação PV=NRT não fornece uma boa aproximação para líquidos uma 
vez que as variações de volume nestas condições com a pressão e a temperatura são muito 
diferentes das observadas para gases ideais e sistemas não lineares. Desta forma as relações 
obtidas anteriormente não se aplicariam precisamente para misturas em fase líquida uma 
vez que o comportamento pressão-volume seria em geral distinto. Isto por sua vez não 
significa que um procedimento similar ao utilizado para gases não possa ser aplicado para 
sistemas líquidos. Da análise da metodologia descrita anteriormente pode-se observar que o 
conhecimento da relação pressão-volume a composição constante foi crucial para a 
obtenção da expressão do potencial químico. Neste contexto tal conhecimento para 
misturas em fase líquida seria de maneira análoga muito importante no processo de 
obtenção das relações energéticas, servindo assim como base inicial para equação 
generalizada da energia livre de Gibbs e para equação da energia interna. Entretanto, antes 
de realizar o desenvolvimento destas equações há um ponto que merece uma observação 
cuidadosa. O que se pretende demonstrar antes de se fazer a abordagem para líquidos é que 
a equação generalizada de Gibbs-Duhem da forma como é proposta contém três 
considerações estruturais que interferem na correlação entre as propriedades e que se não 
forem corrigidas não reproduzem de maneira fiel as suas propriedades matemáticas como 
as derivadas parciais de Maxwell. A questão natural que surge é que se estes problemas 
existem por qual motivo não se observam os seus efeitos nos tratamentos que são feitos em 
diversos sistemas? A resposta a esta questão está correlacionada com as considerações que 
são feitas nestes sistemas de forma que por meio destas considerações a equação de Gibbs-
Duhem adquire uma estrutura matematicamente coerente. Se considerarmos por exemplo 
que para um gás ideal assim como em diversos sistemas que usam uma estrutura similar se 
assume que qualquer espécie química nas mesmas condições de temperatura e pressão 
possui o mesmo volume, os problemas contidos nesta equação não aparecem pois eles se 
referem justamente às propriedades que conferem a individualidade de cada espécie e os 
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seus efeitos na mistura, que no caso dos gases ideais é assumido não existir. Para 
demonstrar que esta nova estrutura é de fato válida e de que ela tem grandes possibilidades 
de ser uma forma correta necessita-se antes demonstrar que tanto a pressão quanto a 
temperatura devem ser expressa nesta equação por mol de moléculas na mistura, gerando 
assim, o que se define aqui por propriedades específicas tais como; volume especícfico (V), 
pressão específica (P), temperatura específica (T), entropia específica (S), etc.. Para 
exemplificar este ponto pode-se considerar a Figura 3 abaixo no que diz respeito ao 
















 Nesta figura pode-se observar três tipos distintos de espécies químicas cada uma 
possuindo um volume correspondente a 1 mol de moléculas nas mesmas condições de 
temperatura e pressão. Se as moléculas de C forem maiores que as de B e de A conforme 
exemplificado nesta figura 1 mol da espécie A pura ocupa um volume menor do que de B e 
por sua vez do que de C nas mesmas condições. Se analisarmos individualmente a espécie 
A conforme proposto nesta figura nota-se que o volume total de A puro gerado por um 
dado número de moléculas pode ser dado pela soma dos volumes individuais que cada 
molécula efetivamente delimita no sistema. Este volume individual de cada molécula é o 
+ + = V A 
* 
V B 
* > V A * V C 
* > V B * 
V M * = y A V A *+ y B V B *+ y C V C * 
V M * = V AM *= V BM *= V CM * 
V yA 
* =y A V M * 
V yB 
* =y B V M * 
V yC 
* =y C V M * 





* =N A V A * V B * =N B V B * V C * =N C V C * 







V M * = y A V AM *= y B V BM *=y C V CM * 
Figura 3 
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que se define por volume por mol ou específico (V) ou volume por molécula dependendo da 
base que se queira adotar. Neste contexto o volume total ocupado por um determinado 
número de moles de espécies A pode ser expresso com base na soma dos seus volumes 
específicos o que fornece  
 
AAA
VNV =    ;  e para as demais espécies 
BBB
VNV =       e        
CCC
VNV =  
Nas relações anteriores pode-se notar o que se assume aqui como propriedade 
específica, neste caso o volume total de A (VA (m
3)) é a expressão das propriedades totais 
deste grupo enquanto que o seu volume específico (VA (m
3/mol)) é a expressão do volume 
médio ocupado por cada mol de moléculas deste grupo. Esta diferença embora sutil tem 
uma grande importância na relação entre as propriedades energéticas. Se considerarmos 
agora uma situação de mistura dada pela soma destas três espécies conforme exemplificado 
na Figura 3 (azul) outros aspectos importantes podem ser observados. Desta forma, 
desprezando-se os efeitos de contração e expansão volumétrica durante o processo de 
mistura o volume total pode ser dado pela soma dos volumes dos componentes puros nas 
mesmas condições. Isto quer dizer que se pegarmos 0.5 litros de água e adicionarmos 1 litro 
de álcool mais 1.5 litros de acetona nas mesmas condições de temperatura e pressão o 







VV                                                                                                             (1.2) 
onde τ é o número total de espécies na mistura e Vi o volume total que cada espécie ocupa 
no estado puro. 







VyV                                                                                                        (2.2)                              
 onde yi é a fração molar de i na mistura                                                                                          
 Se analisarmos esta mistura em relação ao comportamento de cada espécie conclui-
se que o volume efetivamente ocupado por cada espécie na mistura (Vi,M) é igual ao volume 
da mistura para qualquer espécie considerada. Isto por sua vez implica que nestas condições 
a situação de mistura confere a cada espécie propriedades distintas das observadas em 
estado puro uma vez que o volume ocupado pelo mesmo número de moles é diferente. A 
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caracterização destes sistemas pode então ser feita com base nestas propriedades, assim 
para a espécie i temos   
 
MiM
VV ,=                                                                                                               (3.2) 
para qualquer i e que por sua vez fornece quando dividido por NM 
 
MiiM
VyV ,=                                                                                                         (4.2) 
 De maneira similar o volume total da mistura pode ainda ser dado em termos do 
somatório do volume de cada espécie na mistura, assim para uma mistura contendo τ 










VV                                                                                                      (5.2) 
 Nas equações (3 e 4.2) pode-se notar que se o número de moles da cada espécie na 
mistura for diferente dos demais, embora o volume ocupado por cada espécie seja igual ao 
volume da mistura o volume por mol de cada espécie na mistura vai ser diferente do 
observado nas demais espécies. Desta forma, o processo de mistura implica numa mudança 
no volume por mol de cada espécie quando espécies com diferentes volumes molares em 
estado puro são misturadas nas mesmas condições de temperatura e pressão. A conclusão 
que se chega destes pontos é que qualquer análise que se faça das variações energéticas 
numa mistura em relação à variação de sua composição ou de qualquer outra propriedade, 
deve ser feita em termos da variação nas propriedades molares de cada espécie uma vez que 
a sua propriedade total na mistura, que é neste caso o volume que todo o grupo de 
moléculas que compõe cada espécie ocupa, vai ser o mesmo para todas as espécies e igual 
ao volume total da mistura. Isto por sua vez se aplica de maneira análoga quando se analisa 
as demais propriedades como no caso da temperatura e da pressão. Se considerarmos as 
espécies envolvidas na Fig. 3 sob o ponto de vista da propriedade pressão um sistema 




















Nesta figura pode-se observar uma correlação entre as expressões para a pressão 
análogas aquelas obtidas para o volume. A análise contida nesta figura diz respeito a 
observação do comportamento da pressão em distintas espécies nas mesmas condições de 
volume e temperatura. Assim, se para a análise do volume considerou-se a pressão e a 
temperatura constantes e iguais para todas as espécies, na análise da pressão está se 
considerando que todas as espécies neste caso estão nas mesmas condições de volume e 
temperatura. Desta forma, se conforme apontado anteriormente a espécie C (amarelo) 
ocupa um volume maior que a de B (verde) e de A (vermelho) nas mesmas condições de 
temperatura e pressão. Para que a espécie C ocupe o mesmo volume da espécie B e A nas 
mesmas condições de temperatura, a pressão em C deverá ser maior que em B e esta que 
em A. Isto faz com que cada espécie possua assim como um volume específico ou molar 
também uma pressão específica intrínseca a cada componente. Assim, da mesma forma que 
o observado para o volume, a pressão da mistura que faz com que a mistura ocupe o mesmo 
volume do componente puro é igual a soma das pressões de cada componente em estado 
puro. Se analisarmos o comportamento de cada espécie na mistura conclui-se que a pressão 
de cada espécie na mistura (Pi,M) é igual a pressão total da mistura e desta forma temos 
 
MiM
PP ,=                                                                                                               (6.2) 
para qualquer componente i na mistura e dividindo-se esta relação por NM chega-se a  
 
MiiM
PyP ,=                                                                                                         (7.2) 
P M 
* = y A P A *+ y B P B *+ y C P C * 
P M 
* = P AM *= P BM *= P CM * 
P M *= P A *+ P B *+ P C * P A  * =N A P A * P B  * =N B P B * P C  * =N C P C * 
ANÁLISE EM RELAÇÃO À PRESSÃO 
+ + = P A * P B * > P A * P C * > P B * 
P yA * =y A P M * 
P yB * =y B P M * 










* = y A P AM *= y B P BM *=y C P CM * 
Figura 4 
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 Estas relações estabelecem que embora cada espécie na mistura possua uma pressão 
igual a da mistura, a pressão por mol de cada grupo de moléculas de uma mesma espécie na 
mistura é diferente da observada para o estado puro e diferente das demais espécies na 
mistura quando a mistura envolver espécies químicas com diferentes números de moles e 
possuindo distintas pressões por mol para cada componente no estado puro. Um outro 
parâmetro de análise que surge tanto em relação ao volume quanto em relação a pressão são 
as propriedades parciais como Vyi e Pyi.  A primeira delas é o volume parcial enquanto que 
a segunda é a pressão parcial. De uma forma geral qualquer propriedade da mistura têm 
sua expressão em termos das propriedades parciais de uma dada espécie dada pelo produto 
da fração molar desta espécie pela propriedade em questão assim, para o volume, pressão, 




VyV ,=            volume parcial do componente i 
 
Miiyi
PyP ,=            pressão parcial do componente i 
 
Miiyi
TyT ,=             temperatura parcial do componente i 
 O papel destas propriedades nas relações energéticas se tornará mais claro a seguir 
antes porém cabe uma análise similar em relação a propriedade temperatura. Se 
considerarmos ainda o exemplo da Fig. 3 nota-se que quando esta análise é feita de forma a 
ter como referência as propriedades de cada espécie nas mesmas condições de volume e 
pressão o que se observa é que as espécies que têm um volume por mol maior necessitarão 
de uma temperatura mais reduzida para ocuparem o mesmo volume nas mesmas condições 
de pressão. Isto por sua vez faz com que a temperatura por mol de cada espécie seja 
diferente das demais ocasionando modificações nas suas propriedades de mistura conforme 




















Nesta figura pode-se notar que assim como no caso da pressão o fato da temperatura 
de cada espécie na mistura ser igual à temperatura da mistura não quer dizer que a forma 
com que um determinado grupo moléculas da mesma espécies é afetada pela temperatura 
ou pressão é igual a das demais espécies. Ao contrário disso não existem razões para não se 
supor que a temperatura, a pressão assim como o volume são propriedades do grupo mas 
que possuem uma respectiva e distinta característica para cada espécie dada pelas 
propriedades molares. A questão então é que em uma mistura estas propriedades de mistura 
como o volume, a pressão, a temperatura, etc. serão as mesmas para qualquer uma das 
espécies observadas nesta mistura. Se no entanto esta mistura compreender espécies com 
distintos número de moles e envolvendo formas com diferentes propriedades molares, 
embora o volume, a temperatura e a pressão de cada espécie na mistura seja igual a da 
mistura para todas as espécies, as suas propriedades como o volume molar, a temperatura 
molar e a pressão molar serão distintas e próprias de cada espécie. Neste contexto pode-se 
por exemplo considerar dois tipos de volume numa mistura, o volume total de um 
determinado grupo de moléculas (Vi,M) que seria uma espécie de volume percorrido e o 
volume próprio ou molar que cada mol de moléculas efetivamente ocupa (Vi,M). A questão 
então que ocorre e que é o motivo desta análise diz respeito as implicações destas 
considerações quando se analisa as variações energéticas em uma mistura. Considerando-se 
por exemplo um caso onde ocorre uma variação energética com a composição da mistura 
T M 
* = y A T A *+ y B T B *+ y C T C * 
T M 
* = T AM *= T BM *= T CM * 
T M *= T A *+ T B *+ T C * T A * =N A T A * T B * =N B T B * T C * =N C T C * 
ANÁLISE EM RELAÇÃO À TEMPERATURA 
+ + = T A * T B * < T A * T C * < T B * 
T yA 
* =y A T M * 
T yB 
* =y B T M * 
T yC 










* = y A T AM *= y B T BM *=y C T CM * 
Figura 5 
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esta variação poderia então ser dada em termos do processo global que envolveria a 
variação no número de moles e demais propriedades da mistura, isto por sua vez poderia ser 
feito em termos da soma da variação observada em cada espécie. Num processo deste tipo 
se as variações energéticas fossem dadas em termos unicamente das propriedades dos 
grupos de cada espécie as suas variações individuais seriam as mesmas para qualquer 
espécie uma vez que tanto a pressão, quanto a temperatura o volume e as demais 
propriedades seriam iguais a da mistura. Isto por sua vez implicaria, assumindo-se como 
ponto de partida a energia como sendo uma propriedade extensiva ou total da mistura, que 
uma propriedade puramente extensiva é gerada pelo produto de uma propriedade extensiva 
por uma molar. Desta forma um potencial energético numa mistura dado, por exemplo, pelo 
produto da pressão pelo volume teria como resultado a unidade energia se o volume fosse 
extensivo (total da mistura) e a pressão intensiva (ou molar) ou se o volume fosse intensivo 
(molar) e a pressão extensiva (total da mistura) possibilitando assim a expressão energética 
de suas relações em termos das mudanças globais da mistura ou da soma das mudanças 
individuais de cada espécie.  
 Considerando-se sob este ponto de vista que a equação da energia livre de Gibbs 
pode ser expressa como uma função da temperatura, da pressão e do número de moles de 
cada espécie conclui-se que se o volume associado a pressão nesta equação for por exemplo 
o volume extensivo a pressão em questão nesta equação será a pressão molar. Desta forma, 
a derivada total da energia livre na mistura pode então ser dada seguindo o mesmo 
















































=                                  (8.2) 
E da mesma forma a equação anterior pode ser expressa em termos do somatório 





































































          (9.2) 
ou de maneira mais compacta deixando-se em evidência apenas os termos referentes às 



























                                          (10.2) 
 Se compararmos a equação (10.2) com a equação generalizada de Gibbs-Duhem 


























                                                   (11.2) 
 Desta forma a partir da observação desta relação nota-se que a derivada que gera o 
potencial químico de cada espécie é feita com base na variação da energia livre de Gibbs 
total da mistura enquanto que na relação (10.2) esta variação diz respeito à energia livre da 
espécie i na mistura que pode não ser igual à energia livre da mistura. Em adição a este 
ponto nota-se ainda na eq. (10.2) que o termo relativo ao somatório do potencial químico de 
cada espécie tem uma dependência em relação ao número total de espécies (τ) cuja 
presença se justifica da mesma forma que o seu aparecimento na relação (5.2). Além destes 
aspectos relativos ao potencial químico nota-se ainda da comparação da eq. (10.2) com a 
proposta de Gibbs-Duhem que estes autores sugerem o produto de propriedades totais da 
pressão e da temperatura enquanto a relação (10.2) propõe a energia como sendo o produto 
de uma propriedade extensiva pelas suas propriedades molares associadas que no caso são a 
pressão por mol e a temperatura por mol. Estas diferenças embora sejam sutis refletem 
pontos fundamentais que sem os quais não é possível uma integração entre as propriedades 
molares de cada componente e o comportamento total da mistura quando as propriedades 
individuais de cada componente são distintas. Do ponto de vista dos gases ideais ambas as 
relações são matematicamente coerentes mas se considerarmos que a mistura em questão 
pode envolver espécies químicas que ocupam diferentes volumes nas mesmas condições a 
proposta dada pela equação de Gibbs-Duhem faz com que estes sistemas percam a sua 
correlação entre as propriedades de cada espécie e da mistura, gerando assim erros nas 
propriedades internas das derivadas parcias cruzadas de Maxwell. Talvez a forma mais 
direta de se demonstrar este ponto seja supor uma equação de estado para o volume de cada 
espécie e demonstrar a não equivalência das propriedades matemáticas na relação de Gibbs-
Duhem. Este processo, entretanto, requer um desenvolvimento completo destas equações 
de estado e dependendo das considerações assumidas poderia ser feito de várias formas. 
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Isto por sua vez embora tenha sido feito para diversas situações não será exposto aqui pois 
ao invés de tentar demonstrar que esta equação não permite uma aplicação 
matematicamente coerente para sistemas não ideais o que se procurará fazer é demonstrar 
que a equação (10.2) se aplica tanto para sistemas ideais quanto para sistemas não ideais. 
Com este intuito iniciaremos a análise das misturas em fase líquida a partir de dois 
parâmetros termodinâmicos que expressam a relação pressão-volume-temperatura nestes 
sistemas o coeficiente de compressibilidade (κ) e o coeficiente de expansão térmica (θ). Da 
análise da sua definição corrigida em termos das propriedades intensivas e extensivas 






























θ                                                                                                       (13.2) 
 Observando-se as eqs. (12.2) e (13.2) pode-se concluir que estas relações têm como 
solução de integração as funções para o volume dadas por  
)exp(0 PNaV ii κ−=   e   )exp(1 TNaV ii θ=      respectivamente                        (14.2) 
onde a0 e a1 são as constantes de integração 
Observando-se as relações anteriores pode-se ainda concluir que as relações (12.2) e 






κθ −=                                                                                 (15.2) 
onde *
i
V  é o volume molar padrão do componente i puro tomado a T = 0 e P = 0. 


































PTVNV κθ −=                                                                        (17.2) 
O passo seguinte na descrição destes sistemas é obter as relações que descrevem o 
volume parcial molar do componente i na mistura. Assim tomando-se uma derivada em 





































κθ                 (18.2) 
 Em relação às equações anteriores deve-se notar que as mesmas se aplicam 
partindo-se do pressuposto de que os coeficientes de compressibilidade e de expansão 
térmica são constantes e iguais para todas as espécies. Isto se aplica como uma 
aproximação uma vez que as misturas reacionais que serão abordadas neste estudo terão 
como solvente água em muito maior concentração do que as espécies envolvidas no 
processo reacional. Assim, pode-se considerar como aproximação que todas as espécies em 
solução terão um coeficiente de compressibilidade e de expansão térmica próxima ao da 
água pura mas dependente do processo ou das espécies em que as mudanças de estado são 
observadas.  
 Desta forma, tomando-se uma derivada parcial cruzada de Maxwell da eq. (10.2) e 
introduzindo-se a eq. (18.2) chega-se a  
 
MMMMiMMiMi
PdPTVPdVGd )exp(*,,, κθ −==                                                (19.2) 

























                                                (20.2) 
A eq. (20.2) finaliza a primeira parte na obtenção da relação para o potencial 
químico. Quando chegamos a este ponto na resolução para gases o passo seguinte foi 
introduzir as relações 27 a 30 que correlacionam as propriedades parciais molares de cada 
componente na mistura com as propriedades molares do componente puro nas mesmas 
condições. Neste contexto cabe notar que estas relações não se aplicam na eq. (20.2) uma 
vez que o comportamento pressão-volume é outro. Necessitaremos portanto determinar as 
novas relações entre as propriedades de cada espécie na mistura e em estado puro 
provenientes das equações 16-18.2 que foram assumidas durante a obtenção da eq. (20.2). 
Para aplicar um procedimento similar para misturas em fase líquida temos que 
correlacionar quatro tipos de propriedades: as propriedades totais do componente i na 
mistura com as molares e estas com as propriedades parciais molares que por sua vez 
deverão ser vinculadas com as propriedades totais da mistura.  
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Assim, para realizar este procedimento podemos analisar primeiramente um caso de 
mistura reacional a composição, temperatura e pressão constantes tal que a variação de 












dS +=                                                                                      (21.2) 







































                                          (22.2) 




















                                                                   (23.2) 
onde a0 é a constante de integração e da mesma forma introduzindo-se a sua respectiva 
expressão para a pressão obtém-se      
























                            (24.2) 
De maneira similar pode-se obter a relação para a entropia parcial molar do 























                                                                       
e que por sua vez fornece a partir da eq. (18.2) para a pressão em termos do volume parcial 

















































                                               (25.2) 
Analisando-se a equação (24.2) conclui-se que quando o volume da mistura é 
expandido ao volume parcial molar de i na mistura (
MiM
VV ,→ ) a entropia da mistura 
tende a expressar a relação (25.2) para entropia parcial do componente i na mistura com 
exceção do termo referente ao logaritmo nesta equação. Isto sugere que este processo de 
expansão deve ser feito levando-se em consideração os efeitos de mistura e de interação de 
 41 
cada espécie. Uma forma de separar estes efeitos de interação na equação da mistura seria 
































































                   (26.2) 
A equação (26.2) pode então ser expandida até as propriedades parciais do 
componente i na mistura levando-se em consideração os efeitos de mistura com a condição 
de que quando 
MiM
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+++=                                        (27.2) 
 Para a condição em que o número de moles de uma dada espécie (solvente) é muito 
maior que a dos reagentes em solução o volume específico da mistura (VM) é 




, MiMi VV = e as relações (4.2) e (16.2) tomadas nas condições padrões a equação (27.2) 
pode então ser integrada em relação a Ni a temperatura e pressão constantes para fornecer  











































                                    (28.2)  
 Com base nas relações anteriores para o volume a equação (28.2) pode ainda ser 
escrita como segue 






























                                             (29.2) 
 Dividindo-se a equação (29.2) por Ni chega-se a  






























                                             (30.2) 
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 Considerando-se que a entalpia parcial molar do componente i na mistura assim 


























, =+=+=                                              (31.2) 
 A equação (31.2) pode então ser introduzida nas relações (27 e 30.2) para 





































































                                                        (33.2) 
Considerando-se que a energia livre de Gibbs parcial molar do componente i na 


























, −=                                            (34.2) 
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−−=                                                                                 (39.2) 
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 Subtraindo-se a equação (38.2) da equação (39.2) levando-se em consideração a 
equação (18.2) e a condição de solução ideal ( *,
**




























+−=              (40.2)  
 A equação (40.2) pode então ser introduzida na eq. (20.2) para fornecer a expressão 


























+−+−=             (41.2) 
 A relação (41.2) reflete a dependência do potencial químico em relação as 
propriedades de que ele é função. Cabe notar no entanto que este potencial reflete as 
propriedades da espécie i corrigidas dos efeitos de interação. Isto por sua vez se deve ao 
fato de que durante a expansão das propriedades de mistura na eq. (24.2) introduziu-se o 
termo )ln( *,MiV nesta equação para obtenção da expressão (26.2). Esta expressão dada pela 
eq. (41.2) carrega desta forma um termo adicional dado pela interação de espécies com 
diferentes volumes específicos padrão. Este termo pode por sua vez ser extraído da eq. 
(41.2) para fornecer desta forma o potencial químico aparente da espécie i na mistura 
( PT,Μi,G ). Assim, observando-se o resultado da expansão feita na eq. (27.2) conclui-se que a 
introdução do termo )ln( *,MiV é corrigida nesta expressão subtraindo-se o seu efeito final. 
Desta forma, tomando-se ξi,m como sendo a energia de interação da espécie i na mistura, 
interação esta que surge devido a mistura de espécies com distintos volumes específicos. 




























=−                                                                         (43.2) 















==                                                               (44.2) 
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 Desta forma, com o auxílio das equações (42, 43 e 44.2) e das relações obtidas 

























+=                                                                                                (46.2) 






















+=                                                                                               (48.2) 
 Nas relações (45-48.2) deve-se notar que estão sendo utilizadas as relações (43 e 
44.2) pois está se considerando que as propriedades do componente i na mistura são 
expressas conforme ilustrado na relação (41.2), isto é, em termos da diferença entre as 
propriedades da mistura e as padrão. Assim, as propriedades totais da mistura podem 










































S )(SS ΜΜ                                                                  (50.2) 
















































                                                                    (52.2) 
A equação (51.2) pode ainda ser escrita numa forma compacta dada pela eq. (42.2) e 















−−=ΜG                                                                         (53.2) 
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A equação (53.2) expressa a função do potencial químico em relação a um 
determinado estado de temperatura e pressão enquanto que a relação (51.2) expressa a 
função do potencial químico tendo como referência o estado padrão. Antes de aplicar estes 
resultados a sistemas reacionais reais torna-se interessante obter as equações das demais 





























































































































Da derivada da equação (53.2) em relação à temperatura molar da mistura obtém-se, 






















































−=−=−=−=−=θ                                            (54.2) 
 Da equação (32.2) e da equação (42.2) a entropia parcial aparente do componente i 
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θ −+−=ΜH                           (56.2) 












, −= ΜΜ HU  pode-se da mesma forma obter as 













, SUA −= ΜΜ ). O quadro a seguir expressa estas relações e as principais equações 
obtidas quando um procedimento similar é aplicado a cada uma das relações para a entropia 
e energia livre de Gibbs desenvolvidas nesta seção. Nestas relações são consideradas as 
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PTVV κθ −=                                                                               (58.2) 
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ΜA                             (A.05) 
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ΜΜ GSVG                                                       (M2) 
 
À composição constante 
MiiM
PdyPd ,=                                                                                                                 (M3) 
MiiM
TdyTd ,=                                                                                                                 (M4) 
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MiMi
dNydN =,                                                                                                                 (M5) 
 
Assim como as propriedades de cada espécie e do sistema existem ainda outros 
parâmetros termodinâmicos que são comumente utilizados em análises físico-químicas 
como a capacidade calorífica a pressão constante (CP), o coeficiente de Joule-Thomson (µ) 
e a capacidade calorífica a volume constante (CV) que podem ser igualmente obtidos a 
partir das relações anteriores para a situação de mistura e de componente puro. Assim, a 
































































                                                                                       (63.2) 
 A partir da derivada das relações (H.01) e (H.02) e da equação (61.2) obtemos 
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                               (65.2) 
 Considerando que a composição constante a entalpia pode ser expressa como uma 
função da pressão e da temperatura específicas da mistura (H=f(TM,PM)). A variação total de 





































































































































H                                                              (67.2) 
 Da eq. (62.2) nota-se que o coeficiente de Joule-Thomson é dado pela variação de 
pressão por temperatura específicas a entalpia e composição constante. Das equações (66.2) 
e (67.2) conclui-se que quando a entalpia é constante dHi/M=0 e as seguintes expressões 











































































µ                                                              (69.2) 






































∂ ΜH                                                                          (71.2) 
 Introduzindo-se as relações (64.2), (65.2), (70.2) e (71.2) nas equações (68.2) e 

















































µ                            (73.2) 
 As equações (72.2) e (73.2) representam desta forma as relações para o coeficiente 
de Joule-Thomson do componente puro e da mistura. A partir das relações (U.01) e (U.02) 
e da equação (63.2) pode-se ainda determinar as relações para a capacidade calorífica a 
volume constante para a mistura e para a situação de componente puro. Assim, a partir 
destas relações chega-se a 
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µ                                         (E.5) 
( )( )1ln)exp()( **
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Considerando-se que o fator de compressibilidade de um gás ideal (
g
κ ) varia com a 
pressão, então a equação de estado que estamos assumindo dada pela eq. (15.2) se reduz a 























κ                                                                                   (76.2) 
 Uma forma mais interessante de analisar o comportamento destas distintas equações 
de estado é observar o seu ajuste a situações experimentais reais. Para isto pode-se 
considerar como exemplo os resultados abaixo para o fator de compressibilidade (Z) em 















Fig. 6  Dependência do fator de compressibilidade (Z) com a pressão em diferentes gases e 
em distintas temperaturas. 
 Para descrever estes resultados existem diversas propostas que de uma forma geral 
se baseiam numa equação mais generalizada da equação dos gases ideais. A idéia inicial 
para descrição de situações reais foi de que a equação dos gases ideais poderia ser corrigida 






ZV =                                                                                                             (77.2) 
 Da observação dos resultados mostrados na Fig. 6 pode-se concluir que esta 
equação não consegue descrevê-los de maneira satisfatória para uma situação onde Z é 
constante. O problema está então em determinar uma função de Z com a pressão capaz de 
descrever o comportamento observado na Fig. 6 (descendente no início e ascendente no 
final) e que estejam correlacionados com as propriedades do sistema. Isto por sua vez é 
comumente realizado através da utilização de uma equação virial para o parâmetro Z como 
função da pressão de forma que truncando-se esta equação para um determinado número de 
coeficientes viriais torna-se possível um ajuste da eq. (77.2) aos dados experimentais. Neste 
sentido uma segunda proposta para a descrição destes casos reais foi a desenvolvida por 














                                                                                        (78.2) 
 Da observação desta equação nota-se que ela se reduz à equação dos gases ideais 
para a=b=0. A partir deste desenvolvimento equações mais gerais têm sido propostas com 
esta mesma estrutura de forma que estas equações se reduzem a equação de van der Waals 
e por sua vez a equação dos gases ideais (Patel-teja, 1981; Peng-Robinson, 1976; Soave, 
1972; Clausis ,1880). Antes de analisar estes casos tomemos como exemplo a equação que 
estamos utilizando até o momento para depois compará-la com estas propostas. 
 )exp(*
iii
PTVV κθ −=                                                                                        (79.2) 
 Nesta equação pode-se notar que se o coeficiente de compressibilidade for constante 
ela também não é capaz de descrever adequadamente os resultados da Fig. 6 para toda a 
faixa de pressão pois para κ constante altas pressões farão o volume cair rapidamente junto 
com o parâmetro Z. Desta forma, a eq. (79.2) daria uma boa aproximação apenas para uma 
estreita faixa de pressão ou para situações de alta pressão onde a variação no fator de 
compressibilidade não é tão significativa. Isto por sua vez ocorre para a situação onde κ é 
constante, entretanto, se considerarmos que para situações reais o fator de 
compressibilidade κ tende a se alterar com a pressão conclui-se que esta equação também 
será função destas alterações. Assim, a questão seria então saber qual função melhor 
descreveria a dependência do fator de compressibilidade com a pressão. Este problema é 
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parecido com o dado pela equação (77.2) para o fator de compressibilidade Z e devido a 
natureza conhecida do coeficiente de compressibilidade (κ) embora esta correlação não 
possa ser estabelecida com toda certeza uma possível estrutura para uma equação virial 
capaz de descrever os dados da Fig. 6 pode ser assumida com base no comportamento deste 
parâmetro. Desta forma, considerando que o coeficiente de compressibilidade é um 
parâmetro que quando a pressão tende ao infinito ele tende a zero ou a um valor limite que 
pode ser zero. A sua possível dependência com a pressão em cada estado pode então ser 
dada pelo inverso da pressão ou pelo inverso de funções da pressão que aumentam com o 
aumento da pressão. Neste contexto o primeiro caso não é possível pois isto faria com que 
o volume fosse independente da pressão, assim dentre as funções ordinárias que poderiam 
descrever o comportamento de cada estado uma bastante plausível seria a exponencial da 
pressão. Neste caso se considerarmos que durante o processo de compressão como o 
mostrado na Fig. 6 o gás contido nestes sistemas passa por distintos estados de 
compressibilidade cada qual tendendo para uma compressibilidade limite que pode ser zero 
quando a pressão aumenta. A compressibilidade (κsP) observada a uma pressão específica 












κ +=                                                                                          (80.2) 
onde κsa  e κ
s
b  são fatores de compressibilidade intrínsecos que coordenam a 
compressibilidade aparente de cada estado (κsP) e κ
s
lim é o fator de compressibilidade limite 
de cada estado. 
 Considerando-se que durante o processo de compressão pode ocorrer a formação de 
distintos estados de compressibilidade para distintas faixas de pressão cada qual 
apresentando uma relação específica com a pressão, a compressibilidade aparente 
observada em cada nível de pressão pode nesses casos ser dada pela soma da contribuição 
de cada estado nesta pressão. Assim, para um processo onde ocorre a formação de m 




































limlim κκ                                                                                                        (82.2) 
chega-se a 













κκ                                                                                  (83.2) 
 Na equação (83.2) pode-se notar que quando m tende ao infinito qualquer função 
onde ocorre a redução no fator de compressibilidade aparente com a pressão pode ser 
descrita por esta equação. Desta forma o ajuste da curva teórica aos resultados 
experimentais possibilita uma estimativa do número mínimo de estados de 
compressibilidade que podem estar ocorrendo durante o processo de compressão numa 
determinada faixa de pressão. Isto por sua vez é realizado truncando-se a equação virial 
(83.2) no número mínimo de estados necessários para se conseguir um bom ajuste dos 
resultados experimentais. Para exemplificar este ponto e comparar os resultados obtidos 
com as propostas anteriores analisaremos três situações distintas para a eq. (83.2). Na 
primeira delas pode-se considerar que o fator de compressibilidade aparente é constante e 
independente da pressão o que equivale a assumir apenas um estado de compressibilidade 
que é limite na eq. (83.2). Na segunda situação podemos considerar apenas um estado de 














κκ +=                                                                                         (84.2) 
 E na terceira situação podemos considerar na eq. (83.2) a ocorrência de dois estados 



















κκ ++=                                                                    (85.2) 
 Com base na Fig. 6 pode-se então selecionar um dos resultados obtidos para então 
testar as distintas equações de estado nas diversas situações. Assim, se considerarmos por 
exemplo uma temperatura intermediária como a temperatura reduzida de TR=1.20 para o 
metano (Fig. 6), o qual possui uma temperatura crítica de 190.6 K e uma pressão crítica de 
46.1 atm. A partir dos resultados experimentais mostrados na Fig. 6 para esta situação 
pode-se obter o gráfico de pressão versus volume e a partir deste gráfico fazer o ajuste das 
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diferentes equações de estado. Uma vez feito este ajuste o valor dos fatores de 
compressibilidade aparentes são então calculados e podem ser mostrados graficamente 
conforme a Fig. 7 a seguir 
             
 
                             
Fig. 7. linha azul eq. (78.2) de van der Waals e linha amarelo escuro equação (79.2) 
para κap constante, para um estado de compressibilidade (linha verde) e para dois estados de 
compressibilidade (linha vermelha). 
A Fig. 7 mostra um aspecto interessante que é o fato da equação de van der Waals 
ser capaz de fornecer uma descrição muito mais adequada do comportamento dos gases 
reais do que a equação (77.2) para um gás real. Considerando-se que todo o 
desenvolvimento para a equação do potencial químico na literatura é baseado na equação 
(77.2) para Z=1 e que esta função do potencial é utilizada não somente para gases mas para 



































 van der Waals
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sistemas variados como líquidos em diversas análises pode-se concluir que estas equações 
não representam de forma adequada um processo real. Este problema por sua vez seria 
consideravelmente reduzido se o desenvolvimento das relações do potencial químico 
fossem feitas a partir da proposta de van der Waals e que geraria uma expressão para o 
estado de equilíbrio mais correlacionado com os resultados experimentais. Da análise da 
Fig. 7 pode-se ainda observar o comportamento obtido para o melhor ajuste da eq. (79.2) 
nas três condições distintas. Na primeira delas para o caso em que o fator compressibilidade 
é constante nota-se que o ajuste não fornece uma descrição precisa do comportamento real 
e Z tende a zero rapidamente (linha amarelo escuro). Já no segundo caso, onde um estado 
de compressibilidade dependente da pressão é assumido segundo a eq. (84.2) para a 
compressibilidade aparente, pode-se notar uma maior precisão no ajuste dos resultados 
experimentais embora ainda não seja suficientemente fiel a estes dados (linha verde). 
Prosseguindo com a inclusão de um segundo estado de compressibilidade dado pela eq. 
(85.2) pode-se concluir da observação da Fig. 7 que uma precisão considerável na descrição 
dos resultados experimentais já é obtida conduzindo assim à conclusão de que neste 
processo de compressão do metano pelo menos dois estados distintos de compressibilidade 
ocorrem na faixa de pressão analisada. Quando comparado com a equação de van der 
Waals pode-se observar que para esta faixa de pressão a descrição fornecida pela equação 
(79.2) pode ser mais precisa e envolver parâmetros de compressibilidade que podem ser 
obtidos com facilidade assim como no caso da equação de van der Waals. A seguir são 
mostrados os valores de cada parâmetro obtido para cada ajuste: 
-linha azul : van der Waals: a=1.74737e-006    e    b=3.292963e-005 na eq. (78.2) 
-linha marrom escuro: V*metano =2.5089e-003 m
3     κ = 4.52648e-002  atm-1  na eq. (79.2) 
-linha verde: V*metano =3.685766e-003 m
3     na eq. (79.2)      e  para a eq. (84.2) 
  002-1.314244e1lim =κ  atm
-1  002-7.0389e1 =
a
κ  atm-1     002-1.15986e1 =
b
κ  atm-1   
-linha vermelha: V*metano =5.841947e-003  m
3     na eq. (79.2)      e  para a eq. (85.2) 
  003-9.7854446e2lim =κ  atm
-1    002-7.86501e1 =
a
κ  atm-1   002-5.166388e1 =
b
κ  atm-1   
  002-6.6956317e2 =
a
κ  atm-1   003-8.1890573e2 =
b
κ  atm-1   
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 Conforme pode ser observado a partir destes resultados o aumento no número de 
possíveis estados de compressibilidade gera uma descrição cada vez mais precisa dos dados 
experimentais e ao mesmo tempo fornece parâmetros termodinâmicos que permitem 
caracterizar cada estado. A Fig. 8 a seguir ilustra os resultados para o coeficiente de 







 Fig 8. Dependência do coeficiente de compressibilidade aparente com a pressão 
obtida do ajuste da Fig. 7. 
 Nesta figura vê-se que o coeficiente de compressibilidade diminui 
exponencialmente com a pressão e em etapas não distinguíveis de acordo com o número de 
estados de compressibilidade considerados. Um outro ponto que se pode notar nestes 
coeficientes aparentes de compressibilidade é que a medida em que a pressão aumenta a sua 
variação com a pressão diminui de maneira significativa o que induz a conclusão de que 
para altas pressões e para sistemas em fase líquida a hipótese de que um fator de 
compressibilidade aproximadamente constante pode fornecer uma boa aproximação dos 


































resultados experimentais torna-se razoável e reforça a possível aplicabilidade das equações 
desenvolvidas.  
 Para comprovar este ponto podemos tomar como referência um sistema 
multirreacional composto por η reações. A partir da equação (M2) conclui-se que a 













ΜG              para r = 1, 2, 3, ..., η                                             (86.2) 
onde xr é o grau de avanço da reação r 
 Isto por sua vez faz com que  
 ∑ = 0,, PTiirira ΜGυ                                                                                                  (87.2) 
onde air é igual a +1 para produtos e -1 para reagentes e υir é igual a zero se a espécie i não 
toma parte na reação r. 
 Introduzindo-se a equação (G.06) para o potencial químico aparente da espécie i na 
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κτ υ ∆∆∆ +−+−=∏
=
         (89.2) 
 As equações (88.2) e (90.2) definem desta forma as relações de equilíbrio a uma 
dada pressão e temperatura entre as diferentes espécies reacionais em fase aquosa a partir 
das propriedades de cada componente no estado padrão. Se analisarmos estas relações sob o 
ponto de vista prático de um processo reacional de dissociação protéica em fase aquosa 







                                                                                                     (90.2) 
onde Pn é o agregado protéico, n o número de subunidades e P a subunidade protéica. 
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 Pode-se caracterizar este sistema tomando-se inicialmente as concentrações de cada 
espécies em termos do grau de avanço líquido da reação (xr). Assim, para o sistema 
unirreacional da eq. (90.2) e partindo-se de uma concentração inicial C de proteína 
agregada, a concentração de cada espécie pode então ser dada como segue 
 xCC
nP
−=                    e              nxC
p
=                                                         (91.2) 




=α                                                                                                                   (92.2) 






































 Observando-se a equação (93.2) conclui-se que ela adquire a seguinte estrutura para 























                                                                       (94.2) 
onde aT(1) e aT(2) são dependentes da temperatura e assim como κ são os parâmetros a 

























Va ∆=                                                                                       (96.2) 
 A equação (94.2) representa desta forma uma equação de ajuste dos resultados 
experimentais em relação a uma variação de pressão quando o fator de compressibilidade é 
constante. De maneira similar pode-se obter ainda a relação para uma situação experimental 
onde ocorre variação de temperatura a uma pressão constante. Neste contexto cabe notar 
que uma caracterização completa das propriedades termodinâmicas de cada sistema vai 
depender de uma análise conjunta da dependência destes processos em relação à 
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temperatura e a pressão. Para testar a capacidade desta equação em descrever os resultados 
experimentais pode-se considerar como base a proposta presente na literatura destinada a 
contemplar o efeito de pressão em sistemas reacionais em fase líquida (Weber G. ;1983; 
Weber G. Protein Interactions). Nesta equação a energia livre de dissociação a uma dada 
pressão para uma situação reacional como a considerada na eq. (90.2) pode ser dada como 
segue 




0,,                                                                                       (97.2) 
onde 
R
V∆  é a variação de volume de reação. 





















                                                        (98.2) 
assim, a curva de ajuste tem a forma 
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 Da equação (99.2) pode-se observar que esta proposta prevê que um ajuste linear 
dos resultados experimentais em relação a pressão fornece a partir do coeficiente linear e 
angular as variações de energia livre e de volume respectivamente. Para comparar esta 
equação com a eq. (94.2) obtida para sistemas líquidos pode-se tomar o resultado 
experimental mostrado abaixo na Fig. 9 para o efeito de pressão na hemoglobina de 
Glossoscolex paulistus. A temperatura deste experimento foi de 10°C e a concentração de 
hemoglobina foi de 0.5 g/l (0.161µmolar). Esta hemoglobina se dissocia quando submetida 
a pressão em aproximadamente 108 partículas incluindo proteínas de associação e 
















Fig. 9 Dissociação por pressão da eritrocruorina de Glossoscolex paulistus a 10°C. 
  
 A partir deste gráfico pode-se então obter o grau de dissociação experimental.  Do 
gráfico de grau de dissociação por pressão pode-se da mesma forma obter a expressão 












Fig. 10 Logarítmico do grau de dissociação versus pressão para as condições experimentais 




























 Eritrocruorina 0.5 g/l 
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 Conforme pode ser observado nesta figura a equação proposta pela literatura não 
fornece um bom ajuste dos dados experimentais pois estes dados não têm uma 
característica linear. Neste ajuste desta equação considerou-se apenas os pontos 
experimentais entre 20 e 80% de dissociação. Embora possa parecer que um ajuste linear 
dos quatro primeiros pontos pode fornecer uma melhor descrição dos resultados, o grau 
máximo de dissociação observado no quarto ponto é de cerca de 25% o que faria com que a 
equação da literatura se ajustasse de maneira mais precisa apenas no início da curva de 
dissociação. Já o ajuste da equação desenvolvida neste estudo possibilitou uma precisão 
muito grande na descrição dos resultados mesmo para a situação mais simples dada pelo 
fator de compressibilidade constante. A conclusão que se pode tirar destes resultados é que 
mesmo ocorrendo a variação no fator de compressibilidade da reação esta variação é 
pequena na faixa de pressão analisada e que o desenvolvimento efetuado tem condições de 
descrever os resultados de uma forma mais eficiente e correlacionada com as propriedades 
de cada espécie uma vez que emprega parâmetros que não estão especificamente 
correlacionados com o comportamento de um gás ideal. Para dar uma idéia de qual seria a 
previsão de cada equação em relação ao grau de dissociação pode-se observar a Fig. 11 
abaixo 
Nesta figura pode-se observar claramente os problemas de ajuste da equação (99.2) 
a qual não apresenta a característica suave e sigmoidal dos resultados experimentais. Desta 
forma, o que se observa nesta figura é uma brusca ascensão do grau de dissociação com a 
pressão que é comum no uso desta equação e que tende a ser ainda maior quanto maior for 
o número de subunidades dissociadas. Após esta brusca ascensão o grau de dissociação 
tende a 1 quase que em linha reta. Isto por sua vez não aparece nesta figura devido a uma 
limitação na precisão de cálculos do software Matlab em encontrar o zero de cada função. 
Mas estas curvas vão até a pressão final tendendo a 1. Observando-se este gráfico e 
realizando-se este ajuste em diferentes condições de temperatura pode-se então ter uma 
idéia dos problemas enfrentados quando se tenta correlacionar estes dados experimentais 
utilizando-se esta descrição da literatura.   
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 Fig. 11 Grau de dissociação versus pressão para as condições experimentais da 
Fig.9. 
  
   




O efeito de pH e pressão no espalhamento de luz da hemoglobina (0.5 mg/ml) é 
mostrado na Fig. 12A. A análise desta figura mostra que o aumento no pH e na pressão 
conduz a uma redução na intensidade de espalhamento de luz observada. As razões para tal 
comportamento estão relacionadas com a dissociação da hemoglobina promovida pelo 
aumento nos valores de pH e de pressão. Para correlacionar o grau de dissociação com as 
respectivas intensidades de espalhamento de luz medidas em cada condição aplicou-se a 
equação (2), conforme mostrado na Fig. 12B. Considerou-se para a construção desta figura 
α= zero como sendo o espalhamento de luz da solução de hemoglobina em pH 6,0 e 

















 Eritrocruorina 0.5 g/l
 Ajuste da equação de Weber
 Ajuste da equação desenvolvida
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pressão atmosférica, e α = 1 a solução em pH 9.0 e 270 MPa, que corresponde ao 
espalhamento de luz do solvente. Desta forma, em condições de pressão atmosférica o 
aumento no pH conduziu a um aumento no grau de dissociação da proteína tal que em pH 
9.0 quase 50% da hemoglobina se encontra dissociada. Nestas condições o aumento na 
pressão contribuiu para o processo de dissociação da hemoglobina em toda a faixa de pH 
analisada. A dissociação alcançada em pH 6.0 nos valores limites de pressão de 270 MPa 
foi de apenas 65%, mostrando que os prótons induzem uma significante estabilização 
protéica. Nestas condições o aumento do pH facilita significativamente a dissociação por 
pressão de tal forma que em pH 9.0 uma dissociação expressiva é encontrada em 100 MPa. 
 A forma logarítimica “ ( )pHpKln ” como uma função da pressão conduz a relação 
linear mostrada na figura 12C, e permite o calculo das variações energéticas e de volume 
envolvidas no processo de dissociação através da eq. (11), a partir dos coeficientes linear e 
angular respectivamente, Fig. 13. Nesta figura observa-se que o aumento no pH reduz a 
variação energética necessária para a dissociação da hemoglobina de 38 kJ/mol de 
subunidade em pH 6,0 para 28 kJ/mol de subunidade  em pH 9.0. A estequiometria de 
prótons envolvidos no processo de dissociação pode ser determinada usando-se a eq. (7) e o 
coeficiente angular da Fig 13A. Este procedimento conduz ao número médio de prótons 
liberados durante o processo de dissociação, Dυ , de +0.602 mol de H
+ /mol de subunidade.  
A variação volumétrica experimental de dissociação, Fig. 12B, reduziu em seus 
valores absolutos de –48 ml/mol de subunidade em pH 6,0 para –19 ml/mol de subunidade 
em pH 9,0, sugerindo que a dissociação por pH pode ter promovido uma variação de 



















Figura 12. Efeito de pressão na dissociação de eritrocruorina em diferentes valores de pH. A solução de 
eritrocruorina foi incubada nos seguintes tampões (todos a 50 mM): Bis-tris propano (pH 6.0 and 6.5), e Tris-
HCl (pH 6.8 to 9.0). Todas as medidas foram feitas a temperatura de 295 K. (A) O espalhamento de luz foi 
medido após 5 min de incubação em cada valor de pressão (U.A.= unidades arbitrárias). Os experimentos 
foram feitos em triplicatas e o desvio padrão foi menor que os símbolos. (B) Grau de dissociação baseado nos 
dados de espalhamento de luz e na eq. 2. (C) Gráfico de ln K versus pressão, que corresponde a 108 ln 108 + 
107 ln C + 108 ln α - ln (1-α). Os símbolos representam os resultados experimentais obtidos da Fig. 12B e as 
linhas são os correspondentes ajustes lineares destes dados em cada pH. 



























































































Figura 13. (A) Efeito de pH na energia livre de dissociação da eritrocruorina, pH
atm
G∆ . Os símbolos 
representam os resultados experimentais obtidos a partir do coeficiente linear do ajuste mostrado na Fig. 2C e 
a linha corresponde ao ajuste linear destes dados em cada pH. A partir do coeficiente linear e angular deste 
ajuste e usando a eq.6 obtém-se os valores para 0
atm
G∆ e Dυ  respectivamente. (B) Efeito de pH na variação de 
volume de dissociação, V∆ . Os símbolos representam os resultados experimentais obtidos a partir do 
coeficiente angular do ajuste mostrado na Fig. 12C. 
 
  Para investigar as condições de reversibilidade do processo de dissociação após 
incubação em alta pressão em diferentes condições de pH, realizou-se ciclos de compressão 



























































descompressão a valores distintos de pH. A figura (14A) mostra as intensidades de 
espalhamento de luz em ciclos de pressão a pH 6,5 e 6,8. Conforme pode ser observado, um 
alto grau de reassociação foi obtido a pH 6,5 durante as poucas horas de duração do ciclo 
de compressão/descompressão. No experimento em pH 6,8, o retorno da intensidade de 
espalhamento de luz foi muito menor, mostrando uma estabilização muito alta dos produtos 
de dissociação neste pH.  
A análise dos dados de emissão de fluorescência, Fig. 14B, mostra que a pressão 
induziu um aumento no rendimento quântico com estabilização  das propriedades 
fluorescentes mesmo após o retorno a pressão atmosférica em pH 6,5 e 6,8. O aumento da 
intensidade de fluorescência pode ser dado devido a redução na supressão dos resíduos de 
triptofano pelos grupamentos heme no processo de dissociação, e mesmo a forma associada 
em pH 6,5 conforme mostrado pelo espalhamento de luz apresentou este efeito em relação 
ao pH sugerindo distintas mudanças estruturais e de emissão entre as formas associada e 
dissociada. Um outro ponto que pode ser observado nesta figura é que em pH 6.5 a forma 
reassociada mostrada pela Fig. 14A apresenta uma alta intensidade de emissão do espectro 
de fluorescência sugerindo diferenças no ambiente dos triptofanos e de estrutura entre esta 
forma e a nativa.  
As medidas de tempo de vida da dinâmica global dos resíduos de triptofano nestas 
condições mostram um comportamento similar, Fig. (15A). Nesta figura pode-se observar 
um aumento no tempo de vida conforme a pressão é aumentada indicando um aumento na 
dinâmica dos resíduos de triptofano. Neste caso o retorno para pressão atmosférica não 
promoveu uma redução nos valores de tempo de vida para ambas as condições de pH, mas 
aumentou os valores de tempo de vida de 3,4 para 3,8 ns. 
 Para investigar a possível ocorrência de estados protéicos desnaturados na faixa de 
pH e pressão estudada, analisaram-se os espectros de emissão de fluorescência mostrados 
na Fig. (15B). Trabalhos anteriores (Bonafe et al., 1998; Santos et al., 2004) mostraram que 
a ocorrência de desnaturação em quantidades significativas conduziam a um expressivo 
desvio para o vermelho do espectro de emissão de fluorescência. Conforme pode ser 
observado na Fig. 15B (b), o desvio para o vermelho foi de 554  cm-1 em condições 
extremas de pH e pressão, não compatível com a desnaturação e sim com o processo de 
dissociação (Silva et al., 1989). Outras condições de pH e pressão conduziram a resultados 
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muito similares e intermediários e não são aqui mostrados para simplificar esta figura. Por 
outro lado, a presença de 4 M de uréia conduziu a um desvio para o vermelho muito 
significante, cerca de 1850 cm-1, exemplificando assim a desnaturação Fig. 15B (c).  
 Análises de filtração a gel, Fig. 16, foram realizadas de forma qualitativa para se 
observar o possível aumento do processo de reassociação em baixo pH mostrado na Fig. 14. 
A comparação entre pH 6,8 e 6,5, Fig. 16A e B, indica uma maior concentração das formas 
associadas da hemoglobina em baixo pH após o ciclo de compressão e descompressão, 
resultado este que embora sutil se repete toda vez que se realiza o experimento. Em 
condições de pH alcalino como em pH 8,0, Fig. 16C, a filtração a gel revelou um perfil de 
eluição com maior dissociação após o ciclo de pressão, indicando uma dependência do 
processo de dissociação em relação ao pH.  
Os resultados de microscopia eletrônica, Fig. 17, fornecem informação adicional a 
cerca da organização estrutural da hemoglobina extracelular nestas condições de pH e 
pressão. Em ambos valores de pH 6,5 e 6,8 foram observadas formas associadas da 
hemoglobina, com um número menor de partículas sendo observadas em pH 6,8, Fig. 17 A 
e B. Em ambos os casos a pressão promoveu a dissociação em pH 6,5 e 6,8, Fig. 17 C e D, 
mas com algumas imagens que sugerem estados intermediários de agregação em pH 6,5. O 
retorno às condições inicias de pressão atmosférica conduziram a uma reassociação apenas 
para pH 6,5 (Fig. 17 E e F), em concordância com os dados de espalhamento de luz e de 
filtração a gel, confirmando assim a rápida reassociação da hemoglobina na presença de 
altas concentrações de prótons.  
O potencial de oxidação da hemoglobina extracelular foi então investigado para 
diferentes valores de pH e por titulação com ferricianeto visando uma maior compreensão 
acerca do ambiente do grupamento heme nestas condições de pH e pressão (Fig. 18 A). 
Conforme pode ser observado nesta figura a adição de ferricianeto aumentou os potenciais 








Figura 14. (A) Efeito de pressão nas intensidades de espalhamento de luz em pH 6.5 e pH 6.8. A solução de 
eritrocruorina (Ec) 0.5 mg/ml foi mantida a 295 K e o tempo total para o ciclo de compressão/descompressão 
foi de cerca de 4h e 30 minutos. (B) Efeito de pressão nas intensidades do espectro de emissão de 
fluorescência em pH 6.5 e pH 6.8. Assim como para Fig.4A a solução de eritrocruorina (Ec) 0.5 mg/ml foi 





















































































































Figura 15. (A) Efeito de pressão no tempo de vida dos triptofanos da eritrocruorina em dois distintos valores 
de pH (quadrado pH 6.5 e círculo pH 6.8) para um ciclo de compressão/descompressão. (B) Efeito de pH e 
pressão nos espectros normalizados de fluorescência a  270MPa e pH 6.5 (a), 270MPa e pH 9.0 (b) e a 4.0 M 























































































































Figura 16. Análise de filtração a gel (coluna GPC500) da hemoglobina incubada a alta pressão em diferentes 
valores de pH. Cem microlitros de hemoglobina (0.5 mg/mL) foram injetados e eluiram a uma taxa de 0.3 
mL/min. Linha tracejada: hemoglobina a pressão atmosférica. Linha contínua: hemoglobina sujeita a um ciclo 
de compressão e descompressão conforme Fig. 4. (A) pH 6.5 e (B) pH 6.8 em tampão 50 mM Bis-Tris 
propano e 1 mM EDTA, e (C) pH 8.0 em tampão 50 mM Tris HCl e 1 mM EDTA. Volume vazio V0 e 











































































Figura 17. Eletro microscopia da hemoglobina fixa durante e após incubação em alta 
pressão. Hemoglobina 0.5 mg/mL a pH 6.5 (A, C e E), e a pH 6.8 (B, D e F). A solução de 
hemoglobina foi sujeita a compressão correspondente as condições experimentais da Fig. 4, 
e a 270 MPa fixou-se após 15 minutos de incubação (C e D), ou sujeita a descompressão 
também fixas a presssão atmosférica (A e B). Fixação foi feita com solução de 














fez com que os potenciais de oxidação tendessem para um valor limite que corresponde ao 
ponto final do processo de oxidação. As curvas de titulação em pH 4.5 e 5.5 (não 
mostrados) foram bastante similares à obtida para pH 6.5. Um aumento no pH mudou o 
potencial de oxidação e variou a curva de um aspecto sigmoidal para um hiperbólico. Este 
comportamento é melhor observado através do gráfico do grau de oxidação (Y) como uma 
função da quantidade de ferrocianeto adicionada (Fig. 18 B). Esta figura mostra que a 
quantidade de ferrocianeto necessária para promover 50% de oxidação da proteína é menor 
em pH alcalino indicando uma alta tendência à oxidação nestas condições. Um aumento no 
pH de 4.50 para 8.75 diminuiu assim a quantidade de ferricianeto de 0.75 µmol para 0.20 
µmol.  
O grau de oxidação versus o potencial de oxidação (Eh) em diferentes valores de pH 
é mostrado na Fig. 18 B interna. Um ajuste linear dos dados presentes nesta figura permite 
o cálculo dos potenciais de 50% de oxidação (E1/2) em cada pH (Fig. 19 A). Os valores de 
E1/2 aumentaram de -45.97 mV em pH 6.50 para +146.8 mV em pH 8.75. De uma maneira 
geral estes resultados mostram que o potencial de 50% de oxidação não é diretamente 
correlacionado com a afinidade por oxigênio desta molécula mas provavelmente reflete 
adaptações específicas para o transporte de oxigênio e para a transferência de elétrons 
durante a sua função normal. As figuras 19 B e C mostram desta forma as propriedades 
funcionais durante o acoplamento do oxigênio na faixa de pH estudada. Conforme esperado 
a hemoglobina extracelular tem uma grande afinidade por oxigênio em altos valores de pH 
(efeito Bohr) (Fig. 19 B). Nesta faixa de pH o coeficiente de Hill  (nH) diminuiu de 3.7 para 
2.5 (Fig. 19 C) indicando assim uma perda de cooperatividade.  
Para investigar a intensidade com que a dissociação alcalina desta molécula 
influencia a sua tendência para oxidação observou-se novamente a ocorrência de 
dissociação por cromatografia em HPLC nos valores limites de pH (Fig. 20 A). Assim, 
aumentando-se o pH de 6.5 para 8.5 ocorreu um deslocamento da curva de eluição para 
valores próximos a Vt, confirmando uma moderada ocorrência de dissociação da Hb de 




Figura 18. (A) Efeito de pH na oxidação da Hb de G. paulistus por 5 mM ferricianeto. A 
concentração de Hb foi de 3.5 mg/ml e a temperatura de 293 K. (B) Grau de oxidação (Y) 
como uma função do volume de ferricianeto adicionado à solução de Hb em diferentes 
valores de pH. Para cada pH, o potencial máximo obtido foi considerado como Y=1 e o 
mínimo como Y=0. Os valores intermediários foram obtidos utilizando-se a eq. 3. Inset em 
(B). Grau de oxidação (Y) como uma função do potencial de oxidação em diferentes 
valores de pH. Os símbolos em (B) e no inset correspondem aos da Fig. 18A.  
 
 





















































































Figura 19. (A) Potencial de 50% de oxidação da Hb extracelular como uma função do pH obtido a partir 
dos valores correspondentes de E para Y=0.5.  (B) e (C) Afinidade por oxigênio (log p50) e cooperatividade 
(n-Hill) em diferentes valores de pH respectivamente. Símbolos fechados: controle sem exposição a alta 
pressão; símbolos abertos: Hb após um ciclo de compressão/descompressão. 
 
 


















































































Figura 20. Análise de gel filtração (coluna GPC300) de Hb (A) amostra incubada em pH 
6.5 (linha contínua) e pH 8.5 (linha tracejada), e (B) amostra incubada em pH 7.5 antes 
(linha contínua) e após (linha tracejada) um ciclo de compressão e descompressão. Cem 
microlitros de Hb (0.5 mg/mL) foi injetada na coluna e eluiu a uma taxa de 0.3 mL/min. V0: 






















































Figura 21. Efeito de alta pressão no potencial de oxidação da Hb extracelular como uma 
função da quantidade de ferricianeto adicionada. Quadrados: titulação redox da Hb a 
pressão atmosférica. Triângulos: titulação redox após um ciclo de 
compressão/descompressãoion conforme inset. A concentração de Hb foi 3.5 mg/mL. Inset.  
Efeito de pressão nas intensidades de espalhamento de luz durante a compressão (símbolos 
fechados) e descompressão (símbolos abertos) em pH 7.4. O tempo de espera durante a 
incubação foi de 20 min para cada pressão antes de se realizar as medidas de espalhamento 
de luz. A concentração de Hb no inset foi de 0.5 mg/mL e a temperatura de 293 K. A.U. 
(unidades arbitrárias). 
 




































Para entender melhor como a dissociação desta Hb afetou a sua susceptibilidade 
para oxidação uma solução desta molécula foi submetida a alta pressão visando promover a 
sua dissociação conforme descrito anteriormente (Silva et al., 1989; Bonafe et al., 1991). A 
titulação potenciométrica das espécies dissociadas por pressão foi então observada (Fig. 
21). Os resultados obtidos mostraram que as espécies dissociadas aumentam 
significativamente o potencial de oxidação e promovem uma perda de cooperatividade 
durante a oxidação. Desta forma, o aumento no potencial de oxidação e a perda de 
cooperatividade observadas na Fig. 18 B em pH alcalino está relacionado em parte à 
ocorrência de espécies dissociadas. Os valores de E1/2 aumentaram de 20 mV a pressão 
atmosférica para 78.9 mV após incubação em alta pressão (Fig. 19 A). O gráfico interno na 
Fig. 21 mostra as intensidades de espalhamento de luz para pressões de até 270 MPa num 
ciclo de compressão e descompressão. A concentração de Hb utilizada foi de 0.5 mg/ml de 
forma a fornecer uma melhor resolução e o pH de 7.4. Nestas condições o retorno da 
proteína para condições atmosféricas não promoveu uma reassociação significativa das 
espécies dissociadas. 
 
Resultados Experimentais: TMV 
 
 Após os estudos sobre o comportamento físico-químico de sistemas em fase líquida 
e gasosa constatou-se que antes de estender a aplicação destas equações para as situações 
onde ocorre a variação de efetores como prótons seria interessante testar estas relações 
através do estudo exclusivo do efeito de temperatura e pressão na eritrocruorina. O 
problema neste caso é que percebeu-se através de ensaios que esta hemoglobina 
apresentava um comportamento muito complexo em relação a variações de temperatura e 
pressão o que nos levou a considerar inicialmente uma molécula mais simples como 
modelo, o TMV. O vírus do mosaico do tabaco (TMV) é um modelo biológico bastante 
estudado na literatura por possuir dentre outros fatores uma complexidade estrutural 
razoavelmente baixa, ser bastante estável e de fácil obtenção. Estruturalmente ele é um 
vírus de RNA em forma de cilindro composto por 2130 subunidades de 17.5 kDa e uma 
















Figura 22. Desenho esquemático do TMV 
 
  Dentre as análises físico-químicas deste vírus presentes na literatura destacam-se 
diversos estudos focando as interações proteína-RNA e proteína-proteína durante o 
processo de infecção e de agregação (Namba, K. et al., 1986; Turner D.R. et al., 1988; Wu 
X.J. and Shaw J., 1996). A dissociação da partícula de TMV em condições alcalinas de pH 
9.5 e 10.5 seguida de separação dos produtos por gel de agarose mostrou por exemplo uma 
distribuição no tamanho das partículas produzidas da ordem de 93%, 68%, 61%, 39%, 
31%, 24% e 16% do tamanho total da partícula viral que é de aproximadamente 300 nm. 
(Hogue R. and Asselin A., 1984; Perham R.N. and Wilson T.M.A.,1978; Pelcher L.E., 
Halassa M.C., 1979). Estes resultados por sua vez mostram que para se obter uma completa 
dissociação da partícula viral seria necessário condições ainda mais extremas de pH o que 
por sua vez poderia contribuir para o processo de desnaturação. De uma forma geral esta 
partícula viral é muito estável o que faz com que o estudo do processo de agregação ou 
dissociação de suas subunidades seja feito em grande parte através da aplicação conjunta de 
condições físico químicas que possibilitem a ocorrência de cada processo sem que ocorra 
uma formação significativa de espécies desnaturadas. Uma forma de se fazer isto e que 






propriedades que coordenam estes processos como pH, temperatura, pressão e adição de 
efetores químicos como íons, mediadores, etc..   
 Neste contexto, a formação de altos agregados protéicos bem como os mecanismos 
que coordenam a sua formação tem atraído muita atenção nas últimas décadas devido a sua 
provável influência em processos como os das infecções por príons, progressão das 
chamadas doenças amilóides além é claro do processo de associação e acoplamento das 
partículas virais e de formação de grandes agregados protéicos como proteínas 
oligoméricas, ribossomos, complexos enzimáticos, etc., (Bonafé C.F.S. et al. 1998; Bonafé 
C.F.S. et al., 1991). Estudos recentes têm neste sentido mostrado de maneira elucidativa o 
comportamento deste modelo em relação à situações combinadas de temperatura, pH, força 
iônica e pressão. 
 Com este objetivo os ensaios conduzidos anteriormente por este laboratório 
utilizando situações combinadas de alta pressão e baixas temperaturas mostraram que em 
condições ambientes pressões de até 300 MPa não são suficientes para produzir um nível 
considerável de desagregação ao passo que a redução nas temperaturas experimentais 
fazem com que uma completa desagregação já seja observada nestes níveis de pressão. 
Estes resultados por sua vez mostraram que o processo de dissociação da partícula de TMV 
é exotérmico para os níveis de temperatura analisadas que neste caso foram menores que 
293 K e que o aumento da temperatura por sua vez dificultava o processo de dissociação. 
Estudos mais recentes objetivando a análise do efeito de pH nestes sistemas possibilitaram 
ainda se chegar a conclusão de que durante o processo de dissociação ocorre a liberação de 
prótons dos resíduos diretamente envolvidos na estabilidade da estrutura agregada (Santos 
et al. 2004). Assim, pode-se concluir que uma análise objetiva do processo de dissociação 
viral poderia ser feita combinando-se estes fatores de forma que condições extremas de 
pressão, temperatura e pH não fossem necessárias para se obter graus consideráveis de 
desagregação, tornando distintas as etapas onde ocorreriam a predominância do processo de 
dissociação e de desnaturação. Isto por sua vez permitiria uma compreensão mais precisa 
dos mecanismos envolvidos em cada uma destas etapas e a sua conseqüente caracterização 
termodinâmica.             
 Com este objetivo optou-se por realizar os experimentos de dissociação por pressão 
das partículas de TMV em condições alcalinas de pH 8.0 de forma a facilitar o processo de 
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dissociação na faixa de temperatura e pressão consideradas. A concentração de TMV 
utilizada nestes experimentos foi de 0.25 mg/ml e o tempo de estabilização em cada nível 
de pressão foi de aproximadamente 15 minutos. Observando-se a Fig. 23 A a seguir pode-
se concluir que o aumento da temperatura aumenta a intensidade de espalhamento de luz 
obtida e reduz o seu decaimento com a pressão até 303 K. Neste caso, a redução no 
espalhamento de luz com a pressão se deve ao processo de dissociação que faz com que as 
partículas dissociadas que são menores produzam uma menor quantidade de luz espalhada. 
Assim, a redução na intensidade de espalhamento de luz reflete o aumento no processo de 
dissociação que conforme pode ser observado nesta figura aumenta com o aumento da 
pressão. Estes resultados por sua vez sugerem que a variação de volume de reação é 
negativa uma vez que o volume dos produtos deve ser menor que o dos reagentes para que 
este efeito dado pela pressão seja observado. Um outro ponto que pode ser notado nesta 
figura é que na faixa de temperatura de 273 a 303 K o aumento na temperatura diminui o 
grau de dissociação da amostra sugerindo que nesta faixa de temperatura o processo de 
dissociação é exotérmico. Quando se observa o processo de dissociação da partícula de 
TMV em valores mais elevados de temperatura como o mostrado nesta figura para 343 K 
pode-se notar um comportamento mais complexo nestas regiões de alta temperatura. 
Assim, da observação da Fig. 23 A vê-se que para a situação de 343 K o aumento na 
pressão faz com que o grau de dissociação inicialmente se reduza na faixa de pressão de 0 a 
40 MPa (aumento na intensidade de espalhamento) para em seguida tornar a aumentar 
fazendo com que a intensidade de espalhamento de luz caia rapidamente com a pressão. 
Isto por sua vez sugere que o aumento na temperatura reduz o grau de dissociação até uma 
temperatura crítica onde a partir desta temperatura ocorre uma inversão de comportamento 
devido a uma possível formação ou ocorrência de estados protéicos distintos dos 
observados a baixas e moderadas temperaturas. 
 Estas estruturas distintas responsáveis pelo comportamento observado em altas 
temperaturas podem por sua vez ser o resultado da formação de estados termicamente 
desnaturados os quais apresentam segundo os dados expostos nesta figura um 






























Fig. 23 (A). Gráfico de espalhamento de luz por pressão do vírus do mosaico do tabaco (TMV) em diferentes 
condições de temperatura. Concentração de TMV de 0.25 mg/ml em pH 8.0 com intervalo de estabilização de 
15 min em cada ponto de pressão. (B) Gráfico de centro de massa por pressão. Os resultados obtidos para as 
temperaturas de 273 a 303 K são muito próximos e só o último foi mostrado. A 313 K já se pode observar um 
início de queda no centro de massa mais proeminente a 343 K. (C) Intensidade de fluorescência versus 
número de onda em diferentes condições de temperatura e pressão. Desvio para o vermelho a 273K e pressão 
atmosférica (a), 273K e 220 MPa (b), 343K e pressão atmosférica (c), 343K e 220 MPa (d) e em presença de 
4 M de uréia e 220 MPa (e). 
 

























































































































temperatura aumenta o grau de dissociação das espécies desnaturadas. Isto por sua vez 
sugere que o processo de dissociação aparente seria exotérmico quando envolvesse espécies 
nativas até uma temperatura crítica onde ocorreria o equilíbrio entre espécies nativas e 
desnaturadas e endotérmico a partir desta temperatura crítica quando as espécies 
predominantemente envolvidas seriam as termicamente desnaturadas. Assim, o aumento da 
temperatura ora conduziria a associação ora a dissociação dependendo das espécies 
envolvidas. Uma forma de se observar esta transição entre as distintas espécies 
predominantes em solução se dá através da análise do seu espectro de fluorescência (Fig. 
23 C). Desta forma, a partir de estudos anteriores (Santos et al 2004, Bonafé et al. 1998) 
pôde-se concluir que um desvio significativo para o vermelho no espectro de emissão de 
fluorescência indicava de maneira qualitativa a formação de estados protéicos 
desnaturados. Neste contexto experimentos realizados com o bacteriófago R17 mostraram 
um desvio para o vermelho muito pequeno da ordem de 150 cm-1 na faixa de pressão de 0 a 
250 MPa enquanto que em presença de um agente desnaturante como a uréia este desvio 
chegava a 1000 cm -1 indicando a ocorrência de estados desnaturados. Por outro lado 
estudos realizados acerca do efeito de pH na molécula de TMV mostraram que a 
temperatura ambiente e pressões de até 250 MPa condições de pH entre 4 e 9.0 não eram 
suficientes para produzir estados desnaturados de vírus em quantidades significativas. 
 Da observação da Fig. 23 C conclui-se que para baixas e moderadas temperaturas e 
pressões (a,b & c) não ocorrem desvios significativos na intensidade do espectro de 
fluorescência da amostra. Estes resultados quando comparados com os dados fornecidos a 
343K (d) e em presença de uréia (e) o qual está intimamente associado a presença de 
estruturas desnaturadas mostra que estes níveis baixos de temperatura combinados com 
pressão não são suficientes para gerar a ocorrência de formas desnaturadas em quantidades 
significativas uma vez que não provocam um desvio significativo do espectro de 
fluorescência para o vermelho. Este mesmo raciocínio não pode entretanto ser aplicado 
para os experimentos mostrados nesta figura para temperaturas mais elevadas. Assim, 
observando-se o espectro de fluorescência gerado a 343 K e 220 MPa (d) pode-se observar 
um desvio para o vermelho já bastante significativo e próximo do obtido em presença de 
uréia 4 M. Estes resultados mostram por sua vez o que pode ser o início de um processo de 
desnaturação em proporções já bastante significativas na temperatura de 343 K e pressão de 
 85 
220 MPa. Da análise conjunta das figuras 23 A e C pode-se concluir que o restabelecimento 
do processo de dissociação com a pressão em altas temperaturas pode estar intimamente 
relacionado com a predominância de estados termicamente desnaturados nestas condições. 
Neste contexto um outro ponto que parece factível é que o processo de dissociação destes 
estados desnaturados parece ser endotérmico, ou seja, o aumento na temperatura aumenta a 
sua tendência a dissociação. Este comportamento é por sua vez oposto ao observado para a 
forma nativa predominante em baixas e moderadas temperaturas. Desta forma, 
considerando-se que do ponto de vista do espalhamento de luz as espécies nativas e 
desnaturadas são indistinguíveis entre si assim como as suas respectivas subunidades 
dissociadas o que se observaria no espalhamento de luz seria um resultado aparente que 
refletiria ora a dissociação por pressão das partículas nativas ora das partículas 
desnaturadas. Ficando desta forma o ponto de inversão de comportamento em relação a 
temperatura dado pela ocorrência conjunta das duas estruturas em solução.      
 Uma forma de se quantificar a proporção em que estas espécies desnaturadas e 
nativas ocorrem seria através da observação na variação do centro de massa do espectro de 
fluorescência com a pressão. Estes resultados estão por sua vez mostrados na Fig. 23 B. 
Conforme pode ser observado nesta figura a baixas e moderadas temperaturas entre 273 e 
303 K o aumento na pressão não gera uma variação significativa no centro de massa 
indicando que nestas condições a ocorrência de estados desnaturados da partícula viral não 
é significativa. Entretanto, se observarmos os resultados obtidos para a temperatura de 313 
K pode se notar um início do processo de desnaturação através de uma ligeira redução nos 
valores observados para o centro de massa em altas pressões. Estes resultados por sua vez 
tornam-se mais expressivos a medida em que aumentos posteriores na temperatura da 
mistura são feitos, assim, analisando-se a Fig. 23 B para a situação de alta temperatura dada 
a 343 K pode-se notar uma significante queda nos valores obtidos para o centro de massa o 
que indica a ocorrência de um forte processo de desnaturação nestas condições.  
 Assim, os resultados expostos nas Figs. 23 A e B sugerem que uma graduação 
poderia ser feita com base nos dados de máxima e mínima intensidade de espalhamento de 
luz e de desvio de centro de massa de forma a fornecer outros dados correlacionados com o 
grau de dissociação e de desnaturação desta molécula. Neste contexto uma análise deste 
tipo seria da mesma forma capaz de fornecer dados termodinâmicos não só qualitativos dos 
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processos envolvidos durante as variações impostas de temperatura e de pressão mas 
também quantitativos, o que permitiria dentre outros fatores a estimativa das varáveis de 
sistema. Neste contexto o procedimento a ser seguido seria muito similar ao utilizado 
anteriormente no exemplo dado com a hemoglobina de G. paulistus onde a partir dos 
resultados obtidos para o espalhamento de luz obtivemos os gráficos para a forma 
logarítmica do grau de dissociação e em seguida com o auxílio das equações desenvolvidas 
no capítulo anterior efetuamos os ajustes não lineares destas equações de forma a obter os 
parâmetros termodinâmicos que coordenam estes processos. Antes de realizar este 
procedimento em relação a molécula de TMV cabe analisar de forma mais conclusiva a 
ocorrência do processo de dissociação por meio de outras técnicas experimentais de forma 
a validar o processo físico de dissociação ao qual estamos associando a redução na 
intensidade de espalhamento de luz. Com este objetivo procederam-se à observação do 
estado de agregação segundo as figuras de microscopia eletrônica do vírus do mosaico do 
tabaco em diferentes condições experimentais (Fig. 24). Nesta figura estão ilustrados os 
resultados experimentais obtidos em condições distintas de temperatura e pressão de forma 
a exemplificar alguns pontos específicos referentes ao grupo de experimentos realizados. 
Assim, da análise da Fig. 24 A tomada a 313 K e pressão atmosférica pode-se observar uma 
alta concentração de partículas virais em estado agregado e uma baixa ocorrência de 
estruturas fragmentadas. Neste contexto o aumento na pressão para 220 MPa (Fig. 24 B) 
faz com o número de estruturas observadas nas fotos de microscopia eletrônica sejam 
reduzidas em comparação com os resultados obtidos a baixa pressão no entanto pode-se 
ainda observar nestes casos uma ocorrência significativa de partículas virais e de 
fragmentos parcialmente agregados. Isto por sua vez comprova o efeito de dissociação 
promovido pelo aumento da pressão que embora não seja muito expressivo neste caso é 
perceptível. Comparando-se a Fig. 24 A com a C observa-se de maneira similar o efeito de 
temperatura nestes sistemas. Desta forma, observando-se esta figura conclui-se que em C 
onde a temperatura foi reduzida para 277 K o fato do processo de dissociação ser 
exotérmico faz com que a baixas temperaturas as estruturas virais agregadas tornem-se 
menos estáveis favorecendo assim o processo de dissociação e a ocorrência de um menor 
número de imagens da partícula completa de TMV quando comparada com a Fig. 24 A. 





























Fig. 24. Fotos de microscopia eletrônica do vírus do mosaico de tabaco (TMV) para as 
condições experimentais da Fig. 23. A barra corresponde a 50 nm. Todos as figuras foram 
obtidas em pH 8.0. (A) Temp. 313 K e 0.1 MPa. (B) Temp. 313 K e 220 MPa. (C) Temp. 
277 K e 0.1 MPa. (D) Temp. 277 K e 220 MPa. (E) Temp. 343 K e 220 MPa. 
(A)     TMV: pH 8.0 a 313 K e 0.1 MPa 
           Barra= 50 nm 
(B)     TMV: pH 8.0 a 313 K e 220 MPa 
(C)     TMV: pH 8.0 a 277 K e 0.1 MPa 
(D)     TMV: pH 8.0 a 277 K e 220 MPa 
(E)     TMV: pH 8.0 a 343 K e 220 MPa 
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as imagens da partícula de TMV praticamente desapareçam ficando apenas a presença de 
subagregados obtidos de forma esparsa. Quando se analisa ainda o extremo oposto desta 
situação dado pela alta temperatura de 343 K e 220 MPa (Fig. 24 E) nota-se que a 
dissociação nestes casos também ocorre de forma pronunciada assim como no caso D no 
entanto estados formados por partículas parcialmente agregadas ainda podem ser 
observadas sugerindo assim que o grau de dissociação observado a 277 K e 220 MPa (D) é 
um pouco maior que o observado no caso dado a alta temperatura e pressão (E). Estes 
resultados por sua vez corroboram os dados de espalhamento de luz e ao mesmo tempo 
mostram que embora altas temperaturas favoreçam as espécies desnaturadas estas espécies 
possuem uma maior tendência a dissociação nestas condições. 
 De maneira similar os resultados obtidos para gel filtração em diferentes 
temperaturas a pressão atmosférica e alta pressão confirmaram a tendência para dissociação 
a baixas temperaturas e altas pressões (Fig. 25). A análise dos resultados mostrados nesta 
figura demonstra que a 277 K (Fig. 25 A) e pressão atmosférica (linha tracejada) o estado 
agregado da partícula é mais predominante e a solução elui próximo ao volume de exclusão 
(V0) da coluna, após a compressão (linha contínua) ocorre um deslocamento no perfil de 
eluição de forma que se pode observar uma maior ocorrência de espécies dissociadas com o 
ponto máximo de eluição próximo a 3.4 min o qual é similar ao obtido para a hemoglobina 
extracelular de G. paulistus (3300 kDa) usada como referência. Neste caso, o aumento da 
pressão diminuiu de maneira significava o tamanho médio das partículas como uma 
consequência do processo de dissociação. Com o aumento da temperatura para 293 K 
observa-se um progressivo aumento no número de partículas associadas à pressão 
atmosférica determinada por um pico mais expressivo próximo ao volume de exclusão (Fig. 
25 B- linha tracejada). Neste contexto o efeito da incubação em alta pressão contribui de 
maneira menos significativa quando comparada com o observado na Fig. 25 A linha 
contínua. Esta redução no processo de dissociação com o aumento da temperatura após a 
incubação em alta pressão se torna mais evidente quando se observa a Fig. 25 C- linha 
contínua. Nesta figura a temperatura da amostra é de 313 K e conforme pode ser observado 
pela linha contínua mesmo após a incubação em alta pressão não ocorre um deslocamento 
expressivo do perfil de eluição para valores próximos ao observado para a hemoglobina 
extracelular o que por sua vez sugere uma baixa tendência a dissociação mesmo após a 
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incubação em alta pressão para estes níveis de pressão. Ainda na Fig. 25 C pode-se ainda 
observar que a pressão atmosférica (linha tracejada) a amplitude do perfil obtido próximo 
ao volume de exclusão é maior que nas demais situações o que confirma o aumento no 
número de estruturas agregadas com a temperatura. O objetivo seguinte nestas análises 
seria o de comparar estes resultados com o perfil de eluição fornecido a altas temperaturas 
como a de 343 K da figura anterior, tentou-se fazer isto mas devido as propriedades físico-
químicas das formas desnaturadas não foi possível pois estas estruturas aderiam à coluna 
bloqueando o fluxo e tornando impossível a sua eluição. Assim, a confirmação do estado 
dissociado nestas condições só pôde ser feita através das medidas de espalhamento de luz e 
microscopia eletrônica.  
 Uma vez observados os resultados experimentais para o vírus do mosaico do tabaco 
em relação às variações de pressão e temperatura o passo seguinte na sua caracterização 
termodinâmica consiste na aplicação das relações físicas obtidas nos capítulos anteriores. 
Em geral estas relações poderão ser aplicadas de maneira análoga ao procedimento que será 
descrito a seguir para qualquer molécula tomando em consideração apenas os pontos 
específicos que conferem a individualidade de cada caso. A questão principal que surge 
num processo de caracterização termodinâmica deste tipo é que os resultados obtidos 
experimentalmente em geral refletem uma transição entre estados que possuem 
propriedades até certo ponto distinguíveis. Se analisarmos a Fig. 23 A por exemplo pode-se 
notar que esta figura expressa uma relação bastante nítida entre pelo menos um estado de 
alto espalhamento de luz e outro de baixo espalhamento de luz de forma que a pressão e a 
temperatura coordenam a predominância de cada uma destas possíveis formas. Embora se 
admita a possibilidade da existência de estados intermediários a questão fundamental é que 
do ponto de vista da detecção proporcionada pelo método e equipamento experimental 
utilizados estes estados podem não ser distinguíveis e a informação que se obtém está em 
geral associada a um estado de máximo e outro de mínimo efeitos como o mostrado na Fig. 
23 A. Neste contexto não é possível partindo-se destes dados se determinar qual é o número 
preciso de estados protéicos de agregação ou de transição estrutural que estão ocorrendo na 
faixa de pressão e temperatura analisadas. O que se faz nestes casos e que gera informações 
extremamente úteis quanto ao possível processo físico-químico envolvido é se estabelecer 





























Fig. 25 Filtração a gel do vírus do mosaico do tabaco (TMV) em diferentes temperaturas a pressão 
atmosférica (linha tracejada) e após 100 min de pressão a 220 MPa (linha contínua). Um volume de 100 µl de 
TMV (0.25 mg/ml) foi injetado e elui a uma taxa de fluxo de 0.3 ml/min em pH 8.0. (A) Temperatura de 277 
K. (B) Temperatura 293 K. (C) Temperatura de 313 K. V0 e Vt são os volume de exclusão e total 





























capaz de descrever de maneira precisa o fenômeno observado. Desta forma, embora não se 
possa afirmar de maneira precisa o número de estados protéicos presentes no processo 
pode-se se determinar o número mínimo de estados predominantes que são necessários para 
descrever os resultados observados na faixa de pressão e temperatura analisadas. Nestes 
casos uma ferramenta importante para sua análise é a termodinâmica estatística e a teoria de 
‘ensemble’ que associadas a natureza aparente do fenômeno observado fornecem 
mecanismos para uma precisa caracterização termodinâmica de qualquer processo. O grau 
de dificuldade na caracterização destes processos vai estar desta forma correlacionado com 
o número de espécies envolvidas e com a forma como estas se relacionam energeticamente. 
Nestes casos o modelo mais simples de reação é aquele que envolve apenas duas espécies 
distinguíveis num processo de transição estrutural terciária ou seja que não envolve 
associação de espécies iguais ou mesmo distintas. Assim, durante a obtenção da equação da 
energia livre assumiu-se que o coeficiente de compressibilidade e de expansão térmica 
eram constantes o que por sua vez gerou para o caso de dissociação protéica a equação de 
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onde aT(1) e aT(2) são dependentes da temperatura e assim como κ são os parâmetros a 

























Va ∆=                                                                                   (3.3) 
 O ponto determinante destas equações é que elas permitem o cálculo de todas os 
seus parâmetros a partir de um grupo de resultados experimentais em diferentes pressões e 
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temperaturas.  Porém, deve-se notar que para que isto ocorra de maneira precisa é 
necessário que as variações experimentais da função de ajuste sigam a dependência com a 
temperatura dadas pelas relações aT(1) e aT(2) que são exponenciais uma vez que o 
coeficiente de compressibilidade e de expansão térmica são constantes. Se aplicarmos a 
relação para o logaritmo do grau de dissociação para um único experimento a uma dada 
temperatura não é possível determinar todos os parâmetros mas para este ajuste obtém-se 
um valor para aT(1), aT(2) e κ a esta temperatura. Assim, nesta situação de κ e θ constante 
bastaria mantermos estes parâmetros fixos para cada ajuste em cada temperatura e depois 
fazer um segundo ajuste das funções aT(1) e aT(2) com os resultados obtidos da primeira 
aproximação. Isto por sua vez permitiria uma pronta aproximação para o ajuste destas 
funções aos resultados experimentais mas na maioria dos casos este procedimento não se 
aplica de maneira precisa devido a variações nos coeficientes de compressibilidade e de 
expansão térmica. O ponto central neste tipo de análise é que o objetivo não é só o de obter 
um ajuste pontual de um dado experimental e com isto chegar a algumas informações sobre 
esta situação específica é por outro lado descrever toda uma superfície de informações 
experimentais de forma a gerar uma completa caracterização dos mecanismos e 
propriedades envolvidas que seja capaz de possibilitar também a previsão de situações 
ainda hipotéticas. Isto por sua vez não é conseguido com muita freqüência quando se 
assume que os coeficientes de compressibilidade e de expansão térmica são constantes na 
faixa de pressão e temperatura analisada. Para exemplificar este ponto tomemos como 
exemplo os resultados da Fig. 23 A. A partir destes dados e seguindo o procedimento 
descrito nas equações 90.2 e 100.2 do capítulo anterior pode-se obter os gráficos de grau de 
dissociação assim como a sua expressão logarítmica usada para ajuste mostrada a seguir 
(Fig. 26 A).   
 Nesta figura a linha contínua representa a equação de ajuste (1.3) para cada situação 
experimental sendo que os símbolos representam as mesmas temperaturas indicadas na Fig. 
23 A. Neste ajuste deixou-se livre para ajuste os três termos (aT(1), aT(2) e κ) mas conforme 
pode ser observado para algumas situações mesmo não fixando o valor de κ ocorreram 
situações onde a aproximação não foi capaz de descrever os resultados experimentais com 
precisão mesmo com todos os graus possíveis de liberdade da eq. (1.3) sendo considerados. 
























Fig. 16. (A) Logarítmico do grau de dissociação versus pressão em diferentes temperaturas. 
Linha: ajuste da equação (1.3). Símbolos: resultados experimentais nas mesmas condições 
experimentais da figura 2C. (B) Variação do coeficiente de compressibilidade com a 












destes ajustes as razões que levam a esta perda de precisão se tornam mais claras (Fig. 26  
B). Observando-se esta figura pode-se notar que o melhor ajuste obtido para esta equação 
embora não seja satisfatório fornece ainda assim valores de coeficiente de 
compressibilidade variáveis com a temperatura. Desta forma, para a faixa de temperatura 
analisada obtém-se uma redução no fator de compressibilidade com o aumento da 
temperatura até uma temperatura de inflexão próxima a 313 K onde a partir deste ponto o 
aumento da temperatura aumenta o coeficiente de compressibilidade.  
Esta variação que ocorre neste caso no coeficiente de compressibilidade (Fig. 26 B) 
com a molécula de TMV é bastante significativa e mostra que em situações como esta a 
consideração de que estas equações tomadas para a condição de coeficientes constantes de 
compressibilidade e de expansão térmica não são capazes de descrever de maneira 
satisfatória a situação experimental observada. Isto por sua vez sugere uma dependência 
destes parâmetros em relação à pressão e a temperatura o que gera uma necessidade prévia 
de descrição das equações energéticas para estas condições. Assim, se considerarmos como 
exemplo que para o desenvolvimento da equação do potencial químico assumimos que G 
era função de P e T (G=f (P,T)), a natureza física desta propriedade então não sofre 
restrições matemáticas se acrescentarmos que ela é também função de duas outras 
propriedades que se correlacionam através de funções específicas tal como G=f (P,T,κ,θ).    
 
 
IV- Discussão e Conclusões 
 
 Após a obtenção e prévia discussão dos resultados experimentais obtidos para 
eritrocruorina o que se seguiu foi uma tentativa de publicar estes dados. A idéia inicial era 
dividi-los em dois artigos que dariam margem a implementação de um possível modelo 
termodinâmico capaz de descrever fisicamente este comportamento observado, tanto para o 
pH e pressão quanto para o processo de oxidação. O artigo inicial tratava da dependência 
do grau de dissociação desta hemoglobina em relação ao pH e a pressão e era composto das 
figuras 12 à 17 mais as figuras provenientes do modelo adotado dado pela equação (4). As 
críticas a este trabalho que acabou não sendo aceito se concentravam em dois pontos 
principais; o primeiro deles segundo os assessores seria de que com a variação do pH novas 
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estruturas protéicas estariam ocorrendo em solução o que faria com que o número de 
prótons liberados durante o processo de dissociação não fosse constate. Se analisarmos a 
Fig. 13 B pode-se concluir que ocorre uma variação de volume de reação com o pH o que 
não apenas sugere mas confirma que de fato estão ocorrendo novas espécies em solução 
nesta faixa de pH analisada. O ponto principal então que se tentou explicar para estes 
assessores é que embora estivesse ocorrendo a formação de distintas espécies em solução, 
de acordo com os resultados obtidos para a varia de energia livre, estas distintas espécies 
pareciam liberar aproximadamente o mesmo número médio de prótons pois a variação da 
energia livre com o pH era aproximadamente linear nesta faixa analisada de pH, conforme 
pode ser observado na Fig. 13 A.   
 O segundo ponto de atrito para a publicação deste trabalho foi referente a afirmação 
contundente por parte dos assessores em afirmar que segundo a Fig. 14 o equilíbrio não 
havia sido atingido pois havia a ocorrência de uma histerese entre as curvas de compressão 
e descompressão que aliada ao fato da fluorescência não retornar as condições iniciais 
sugeria que o estado agregado observado no retorno em pH 6.5 era diferente do nativo o 
que por sua vez não possibilitava o cálculo das variações energéticas que haviam sido 
realizadas. Este tipo de conceito acerca do estado de equilíbrio dado somente para 
condições onde ocorre a reversibilidade de um processo cíclico embora seja a primeira vista 
conclusivo não é infalível. Se considerarmos que os cálculos energéticos que foram feitos 
se aplicam para o processo de compressão que foi realizada de maneira gradual e com 
pequenos acréscimos de pressão. A partir da Fig. 17 a seguir obtida para saltos de pressão 
mais elevados e mostrada para estes assessores pode-se concluir que o equilíbrio é atingido  
em questão de minutos para altos níveis de compressão. Assim, o que se tentou explicar era 
que se de 0 a 50 MPa (Figura 17) o equilíbrio era atingido em menos de 15 minutos, 
quando nós subdividimos este processo de compressão em dez vezes e esperamos os 
mesmos quinze minutos para cada 5 MPa o estado de equilíbrio era desta maneira atingido 
de forma muito mais contundente. A ocorrência da histerese era então devido ao fato de que 
durante o processo de compressão o que se tinha como estado inicial antes da compressão 
consistia de moléculas no estado associado enquanto que durante a descompressão o estado 
inicial do sistema era dado para uma outra composição onde predominava o estado 
dissociado. Desta forma, uma vez que as condições iniciais durante a compressão eram 
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distintas das de descompressão assim como as equações que coordenam o processo cinético 
de compressão são distintas das observadas para o processo de descompressão seria até 
comum que o comportamento normal destas curvas fosse o de produzir histerese uma vez 
que equações e condições iniciais distintas são observadas para o mesmo intervalo de 
tempo. Assim o que define um estado de equilíbrio não é a necessidade de um processo 
cíclico ser reversível é por outro lado a necessidade de que no estado de equilíbrio a 
velocidade do processo direto (neste caso a dissociação) é igual à velocidade do processo 
inverso (associação), e isto pode acontecer em tempos diferentes para a compressão e para 
a descompressão. Desta forma, considerou-se que o equilíbrio foi atingido durante a 
compressão com base na Fig.17 e observando-se o processo de descompressão no mesmo 
intervalo de tempo constatou-se que este intervalo não era suficiente para que o equilíbrio 
fosse atingido sendo portanto o processo não-reversível porém parcialmente (somente a 
compressão expressou este comportamento) equilibrado. Isto acabou gerando a necessidade 
de um estudo mais profundo visando a elaboração de um artigo tratando basicamente deste 
assunto. Neste contexto antes de proceder a este estudo optou-se por tentar publicar os 
resultados de potencial redox  tirando toda análise físico-química para evitar este tipo de 
problema. Esta resolução acabou gerando a publicação de um artigo que embora puramente 
qualitativo consideramos bastante importante pois mostrou pela primeira vez um 
comportamento antagônico que ainda não havia sido observado entre as hemoglobinas de 
ectotérmicos e humana no que diz respeito ao potencial de oxidação (E1/2), (Bispo, J. A. C., 
et al., 2005). Assim, conforme pode ser observado a partir da Fig. 9 A o aumento no pH 
implica em um aumento no potencial de oxidação da Hb de anelídeo enquanto que os 
resultados observados para a Hb humana mostram que este aumento no pH conduz a uma 
redução no potencial de oxidação. Estes dados sugerem assim diferenças fisiológicas e 
funcionais bastantes marcantes entre estas duas Hb’s provavelmente associadas aos 
distintos tipos de transporte de oxigênio e estresse oxidativos a que estão sujeitas as Hb’s 
extracelulares e as contidas no ambiente mais controlado no interior da hemácia.  
 Uma vez alcançado este objetivo voltou-se o foco das atenções ao problema da 
implementação do modelo de dissociação por pressão visando responder de maneira 
definitiva as críticas que estavam sendo feitas através de uma abordagem mais sólida e ao 



























Fig. 17 Variação na intensidade de espalhamento de luz com o tempo após dois ‘jumps’ de 
pressão, o primeiro a 50 MPa e o segundo a 100 MPa em duas condições de pH 7.0 e 7.5 















































vista em relação a reversibilidade. Para que este modelo fosse eficaz nestes aspectos seria 
necessário ainda a inclusão de outros estados estruturais tanto da forma associada quanto da 
dissociada o que implicaria num aumento considerável no grau de dificuldade de resolução 
mas que seria imprescindível para se responder às questões relativas a variação no número 
de prótons liberados durante o processo de dissociação. Após uma análise destes problemas 
observou-se que ninguém havia feito uma caracterização deste tipo devido as dificuldades 
geradas relacionadas ao fato de que sistemas de dissociação como estes implicam na 
resolução de equações polinomiais de ordem elevada, e quando novas espécies são 
adicionadas ao modelo, surgem outras equações polinomiais de ordem elevada 
internamente às primeiras. Optou-se então em se verificar primeiramente como seria 
possível fazer a introdução de outros estados para a situação de equilíbrio e quais seriam as 
modificações teóricas necessárias para que isto fosse possível. A princípio a atenção maior 
foi dada à relação proposta para a variação da energia livre (eq. (8)) e como a inclusão de 
outras espécies em equilíbrio afetaria esta relação uma vez que estaríamos medindo 
variações aparentes de volume de reação. Após uma análise rigorosa desta relação 
começou-se a notar alguns problemas que geravam algumas limitações no processo de 
caracterização o que por sua vez acabava por amplificar os erros durante as aplicações 
termodinâmicas do modelo, limitando, assim, a correlação que se esperava obter para as 
distintas condições de pH e pressão. Realizou-se então um estudo termodinâmico desta 
relação e de suas origens de forma a se ter plena certeza sobre as chances e viabilidade de 
se incorporar outros estados protéicos. Este estudo gerou a base inicial para uma teoria 
energética e cinética mais geral capaz de descrever de maneira precisa e eficaz diversos 
sistemas físico-químicos sem as limitações que a atual teoria impõe. Porém, para se 
entender o âmago destas propostas é necessário entender antes quais são os tipos de 
limitações que ela se propõe a contornar e de que forma estas propostas expandem a 
capacidade de análise e previsão das análises atuais. Foi este portanto o intuito do estudo 
inicial que foi conduzido e que é descrito a seguir.                   
 
 
 A conclusão principal após estas análises experimentais e teóricas era de que 
mesmo com a utilização um novo desenvolvimento para sistemas líquidos não era possível 
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descrever os dados experimentais considerando-se apenas um estado único e constante de 
compressibilidade e de expansão térmica. A questão era então determinar qual seria a 
maneira mais prática e eficiente, no sentido de ser capaz de prover informações úteis de 
processo, de se descrever esta variação na compressibilidade, expansão térmica e demais 
propriedades. Após diversas tentativas utilizando modelos termodinâmicos de diversas 
naturezas chegou-se a conclusão de que o melhor modelo para se descrever o 
comportamento aparente de sistemas reacionais é o proposto por G. Weber (1986 equação 
9) cuja expressão para o grau de dissociação é dada a seguir mas a estrutura é a mesma para 
as demais propriedades 
 
ττααααα ffffap +⋅⋅⋅⋅+++= 332211                                                     (1.4) 
 A expressão 1.4 mostra que o grau de dissociação aparente de um determinado 
grupo de moléculas pode ser dado pela média ponderada do grau de dissociação de cada 
estado presente na mistura. Foi observado aqui que este foi o melhor modelo encontrado 
para descrever processos desta natureza (que podem ser graduados) os outros modelos que 
não deram muito certo e por isto foram até o momento deixados em segundo plano eram 




























                                                                               (2.4) 
onde ND e NA  são os números de moles de dissociado e associado respectivamente 
  Observando-se a equação 2.4 vê-se que esta equação também representa uma 
estrutura bastante plausível para o grau de dissociação aparente. Este tipo de descrição e as 
suas diferentes formas de abordagem são por muitas vezes bastante confusas na literatura 
pois partem de duas abordagens diferentes para descrever macroscopicamente o mesmo 
problema e muitas vezes se misturam ocasionando erros de interpretação. Alguns autores 
ainda criticam a forma como Weber (1984) calculou a variação de energia aparente de 
dissociação para um modelo em dois estados (um tenso (T) e outro relaxado (R)). O 
problema principal neste caso foi que da forma como Weber calculou a variação aparente 
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de energia (forma similar a dada pela eq. (1.4)) ficava demonstrado que um modelo de dois 
estados não era capaz de descrever de maneira adequada os dados experimentais, indicando 
a necessidade de inclusão de outros estados ou outros mecanismos de transição. Estes 
autores então propõe que os resultados teóricos obtidos por Weber estavam incorretos pois 
a equação que descrevia o comportamento aparente não era igual a equação (1.4) e sim 
igual a eq. (2.4) e forneciam desta forma provas do equívoco de Weber baseando-se em 
equações que proviam exclusivamente da eq. (2.4) como é o caso da equação para 
saturação. O ponto crucial desta discussão é que talvez por achar que de fato havia 
cometido um erro ou por resolver ignorar Weber acabou não respondendo a esta que ao que 
parece foi a única crítica direta ao seu trabalho. A questão então é que optou-se por utilizar 
aqui a proposta de Weber não por discordarmos dos demais autores mas por termos feito 
inúmeros testes e programas que acabaram por mostrar as limitações e as dificuldades de 
implementação da proposta (2.4). Isto quer dizer que ao contrário do que se propõe no 
artigo destes últimos autores a proposta de Weber é segura, fácil de ser aplicada e mais 
precisa mas ela não pode ser misturada com a proposta (2.4). Assim se usarmos uma forma 
similar da equação 1.5 para calcular a energia aparente de dissociação como no caso da 
hemoglobina humana discutida neste artigo não poderemos utilizar uma equação para o 
grau de saturação de onde provém as energias de cada estado utilizado neste cálculo similar 


















α                                                                                                        (3.4) 
onde Nj é o número de moles de hemoglobina com j moléculas de oxigênio ligadas e αap é o 
grau aparente de saturação e n o número de sítios ou subunidades. 
 Esta equação se usada em conjunto com a equação 1.4 produz erros pois partem de 
conceitos e propostas diferentes, assim, todo processo de caracterização que foi 
desenvolvido nesta tese visando esta modelagem teve por princípio checar quais eram as 
estruturas que eram capazes de descrever de maneira correta o comportamento 
microscópico e macroscópico a partir da proposta 1.4 uma vez que ficou claro que as 
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demais propostas geravam dificuldades matemáticas que inviabilizavam a implementação 
de modelos físico-químicos mais elaborados. Tentou-se assim começar a caracterização a 
partir dos dados do TMV com um modelo de dois estados similar ao de deriva 
conformacional (Weber, G., 1986). Após alguns ajustes ficou claro que um modelo de dois 
estados ainda não era suficiente para descrever de maneira precisa os resultados o mesmo 
ocorrendo para um modelo de três estados. A razão para isto é que os dados de temperatura 
do TMV mostravam um ponto de inflexão térmico a 313 K e outro por pressão a 50 MPa 
além de algumas mudanças de curvatura durante a dissociação por pressão. Após a 
constatação destas restrições chegou-se a conclusão de que um modelo mínimo adequado e 
que seria bastante versátil na análise de diversas moléculas e processos seria um modelo de 
cinco estados pois este seria capaz de descrever até dois pontos de inflexão e dois de 
mudança de curvatura ao mesmo tempo. Embora possa parecer que a dificuldade de 
implementação de um modelo deste tipo é muito difícil ou mesmo impossível o que se 
procurou fazer foi dar uma aplicação prática e simples para as equações desenvolvidas por 
meio de duas modificações simples na teoria atual. A primeira é que o volume de um dado 
estado numa mistura pode ser expresso como segue 
 )exp(*,,, MiMiMiMiMi PTVNV κθ −=                                                                      (4.4) 
    Assim para um sistema composto de cinco estados descritos em termos de suas 








onde KD é a constante de dissociação e KT a constante de transição. 
 Este é portanto o modelo adotado e a partir deste modelo está se desenvolvendo um 
programa de caracterização físico-química capaz de ser aplicado a diversos sistemas e 
moléculas. O primeiro passo na sua descrição consiste na dedução das equações que este 
















































do material suplementar). Assim a partir dos dados experimentais para o grau aparente de 
dissociação, segundo o modelo de cinco estados adotado temos  
VVAIVIVAIIIIIIAIIIIAIIAap
fffff αααααα ++++=                                (5.4) 
onde  
           )/( VAIVAIIIAIIAIAiAiA NNNNNNf ++++= ,  i = I, II, III, IV e V          (6.4) 
        O subscrito A denota que a fração relativa (f) assim como o número de moles são 
relativos à forma associada do respectivo estado. O ponto fundamental desta equação é que 
ela expressa o comportamento teórico adotado para caracterização dos dados 
experimentais. O objetivo então é fazer um ajuste não linear da eq. (5.4) aos dados 
experimentais para a obtenção dos parâmetros desconhecidos que são as frações e os graus 
de dissociação médios de cada estado na eq. (5.4). Para isto podemos tomar a equação (4.4) 
aplicada para cada estado, assim temos: 
 )exp(*, MIMIIAIAMI PTVNV κθ −=                                                                        (7.4) 
 )exp(*, MIIMIIIIAIIAMII PTVNV κθ −=                                                                    (8.4) 
 )exp(*, MIIIMIIIIIIAIIIAMIII PTVNV κθ −=                                                                (9.4) 
 )exp(*, MIVMIVIVAIVAMIV PTVNV κθ −=                                                              (10.4) 
 )exp(*, MVMVVAVAMV PTVNV κθ −=                                                                    (11.4) 
 Considerando que o volume molar padrão de cada estado pode ser expresso de uma 
forma exponencial como segue 
 )exp(*
IAIA
V ε=  ; )exp(*
IIAIIA
V ε=  ;  )exp(*
IIIAIIIA
V ε=  ;  )exp(*
IVAIVA
V ε=  ; )exp(*
VAVA
V ε=  
 As equações 7-11.4 adquirem a seguinte estrutura 
 
 )exp(, MIMIIAIAMI PTNV κθε −+=                                                                   (12.4) 
 )exp(, MIIMIIIIAIIAMII PTNV κθε −+=                                                               (13.4) 
 )exp(, MIIIMIIIIIIAIIIAMIII PTNV κθε −+=                                                           (14.4) 
 )exp(, MIVMIVIVAIVAMIV PTNV κθε −+=                                                           (15.4) 




TF θεθ +=  chega-se a  
 )exp(, MIIMIIA PFVN κθ +−=                                                                              (17.4) 
 )exp(, MIIIIMIIIIA PFVN κθ +−=                                                                           (18.4) 
 )exp(, MIIIIIIMIIIIIIA PFVN κθ +−=                                                                        (19.4) 
 )exp(, MIVIVMIVIVA PFVN κθ +−=                                                                        (20.4) 
 )exp(, MVVMVVA PFVN κθ +−=                                                                            (21.4) 
 Da condição de mistura ideal adotada durante o desenvolvimento das relações em 
fase líquida temos que 
MMi
VV =, para i=I, II, III, IV e V, assim, as equações para as frações 
de cada estado na mistura se resumem a 




















                                                                     (22.4) 
 Aplicando-se a equação (22.5) na equação (5.5) chega-se a 
  
(23.4) 
 A equação (23.4) é a equação de base do ajuste não linear que é feito a partir dos 
resultados experimentais. Observando-se esta equação nota-se claramente um padrão muito 
simples na sua estrutura de forma que se mais estados fossem necessários estes poderiam 
ser incorporados de maneira muito sistemática. Conforme se verá adiante as possibilidades 
que esta estrutura gera chega a ser ilimitada pois permite a descrição de qualquer tipo de 
dado experimental por meio da inclusão de estados adicionais em pontos onde ocorre uma 
perda maior de precisão. A idéia então contida na eq. (23.4) é a de que a partir de dados 
experimentais para o grau de dissociação por pressão de uma certa molécula pode-se fazer 
um ajuste não-linear desta equação aos dados experimentais de forma a se determinar os 
resultados para os valores dos parâmetros Fθi , κi e αi dos cinco estados considerados. 
Tendo isto em mente desenvolveu-se então um programa de ajuste não-linear numa base 






















































































parâmetros. Optou-se neste programa em se definir um grau mínimo de 0.0001 e um grau 
máximo de dissociação de 0.9999 para os estados IV e V. O propósito de se fazer isto foi o 
de já deixar o programa apto a fazer o ajuste de qualquer grupo de curvas contidas entre um 
valor mínimo e um máximo pré-definido. Assim, o programa pode por exemplo ser 
aplicado a qualquer resultado seja ele de espalhamento de luz, grau de dissociação ou 
proveniente de uma fonte qualquer. No primeiro momento, ao fazer o ajuste o programa só 
calcula então os graus médios de dissociação dos três primeiros estados já que o quarto 
estado corresponde ao estado de baixo grau de dissociação e o quinto ao estado de alto grau 
de dissociação que foram definidos mais os parâmetros Fθi e κi dos cinco estados. De uma 
maneira geral o programa ajusta de uma forma bastante rápida, fácil, sem desvios muito 
significativos de uma corrida para outra para qualquer molécula considerada e com uma 
precisão que pode ser vista na Figura 18 a seguir. O programa trabalha com um grupo de 
dez temperaturas das quais ele usa oito para ajuste e duas para teste de previsão. Como os 
valores iniciais usados para o primeiro ajuste são aleatórios e o programa procura a melhor 
solução no decorrer de no máximo 2000 interações, dependendo dos valores iniciais de 
entrada a solução encontrada pode gerar algumas diferenças de precisão que podem ser 
vistas através da previsão de um dado experimental não considerado. Após se fazer então 
um ajuste não-linear dos resultados experimentais para cada uma das temperaturas do 
TMV, com exceção das temperaturas a 303 K e 323K, as superfícies de resposta para todas 
as propriedades são obtidas e mostradas a seguir (Fig. 18-25). Estes resultados são no 
entanto objeto de estudos futuros pois precisam de uma análise mais rigorosa que 
transcendem o alcance desta tese e que são portanto mostrados como mera ilustração do 































Fig. 18. Ajuste da curva do grau de dissociação do vírus do mosaico do tabaco com a 
pressão (Fig. 23A). Os ajustes foram feitos a partir de um programa computacional 
desenvolvido para o Matlab que implementa um modelo de 5 estados de compressão e 8 
estados térmicos utilizando a equação (23.4). Este programa processa um sistema de ajuste 
baseado em 10 temperaturas das quais 8 são utilizadas para ajuste e 2 para previsão. Assim, 
o usuário carrega os dados com 10 temperaturas experimentais e especifica a temperatura 
de cada grupo para que os parâmetros de ajuste sejam calculados. Neste caso, estão sendo 









Fig. 19. Símbolos: Resultados para o grau de dissociação dos estados de compressibilidade 
(I, II e III) obtidos a partir dos ajustes das curvas de grau de dissociação do TMV nas 
diferentes temperaturas. Linhas: Resultados do segundo ajuste não-linear utilizando um 
modelo de oito estados térmicos de grau de dissociação para cada estado de 









Fig. 20. Símbolos: Resultados para a função térmica Fθ dos estados de compressibilidade 
(I, II, III, IV e V) obtidos a partir dos ajustes das curvas de grau de dissociação do TMV nas 
diferentes temperaturas. Linhas: Resultados do segundo ajuste não-linear utilizando um 








Fig. 21. Símbolos: Resultados para a compressibilidade aparente dos estados de 
compressibilidade (I, II, III, IV e V) obtidos a partir dos ajustes das curvas de grau de 
dissociação do TMV nas diferentes temperaturas. Linhas: Resultados do segundo ajuste 
não-linear utilizando um modelo de oito estados térmicos de grau de dissociação para cada 









Fig. 22. Símbolos: Resultados para a expansão térmica aparente dos estados de 
compressibilidade (I, II, III, IV e V) obtidos a partir dos ajustes das curvas de grau de 
dissociação do TMV nas diferentes temperaturas. Linhas: Resultados do segundo ajuste 
não-linear utilizando um modelo de oito estados térmicos de grau de dissociação para cada 







Fig. 23. Acima: Resultados teóricos para o grau de dissociação; esquerda- superfície gerada pelo ajuste, 
direita- diagrama de nível. Abaixo: Cortes da superfície superior em relação a temperatura (esquerda) e a 
pressão (direita). Símbolos, resultados experimentais (T1=273K, T2=277K, T3=278K, T4=283K, T5=288K, 
T6=293K, T7=313K, T8=343K, T9=303K, T10=323K). Linha azul tracejada: previsão para 303K; linha 











Fig. 24. Esquerda: Distribuição de espécies associadas obtida pelo modelo em relação à 
pressão. Variação na composição dos estados I a V dados pelas frações y1 a y5 
respectivamente. Direita: Distribuição de espécies associadas obtida pelo modelo em 
































Fig. 25. Acima: Resultados teóricos para a fração de espécies no estado associado (I); esquerda- superfície 
gerada pelo ajuste, direita- diagrama de nível. Abaixo: Cortes da superfície superior em relação a temperatura 
(esquerda) e a pressão (direita). Resultados teóricos (T1=273K, T2=277K, T3=278K, T4=283K, T5=288K, 






























Fig. 26. Acima: Resultados teóricos para a fração de espécies no estado associado (II); esquerda- superfície 
gerada pelo ajuste, direita- diagrama de nível. Abaixo: Cortes da superfície superior em relação a temperatura 
(esquerda) e a pressão (direita). Resultados teóricos (T1=273K, T2=277K, T3=278K, T4=283K, T5=288K, 






























Fig. 27. Acima: Resultados teóricos para a fração de espécies no estado associado (III); esquerda- superfície 
gerada pelo ajuste, direita- diagrama de nível. Abaixo: Cortes da superfície superior em relação a temperatura 
(esquerda) e a pressão (direita). Resultados teóricos (T1=273K, T2=277K, T3=278K, T4=283K, T5=288K, 






























Fig. 28. Acima: Resultados teóricos para a fração de espécies no estado associado (IV); esquerda- superfície 
gerada pelo ajuste, direita- diagrama de nível. Abaixo: Cortes da superfície superior em relação a temperatura 
(esquerda) e a pressão (direita). Resultados teóricos (T1=273K, T2=277K, T3=278K, T4=283K, T5=288K, 






























Fig. 29. Acima: Resultados teóricos para a fração de espécies no estado associado (V); esquerda- superfície 
gerada pelo ajuste, direita- diagrama de nível. Abaixo: Cortes da superfície superior em relação a temperatura 
(esquerda) e a pressão (direita). Resultados teóricos (T1=273K, T2=277K, T3=278K, T4=283K, T5=288K, 































Fig. 30. Acima: Resultados teóricos para o número de estados em transição (Número médio de estruturas 
presentes em cada situação de pressão e temperatura); esquerda- superfície gerada pelo ajuste, direita- 
diagrama de nível. Abaixo: Cortes da superfície superior em relação a temperatura (esquerda) e a pressão 
(direita). Resultados teóricos (T1=273K, T2=277K, T3=278K, T4=283K, T5=288K, T6=293K, T7=313K, 
T8=343K, T9=303K, T10=323K). 
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